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Popis oznaka, kratica i simbola 
 
(U)HPLC  (Ultra) high performance/pressure liquid chromatography, (Ultra) 
visokodjelotvorna/visokotlačna tekućinska kromatografija 
15-Ac-DON  15-acetil-deoksinivalenol  
3-Ac-DON  3-acetil-deoksinivalenol  
ACN   Acetonitril 
ADME(T)  Apsorpcija, Distribucija, Metabolizam, Ekskrecija (Toksičnost) 
API   Atmospheric pressure ionization, Ionizacija kod atmosferskog tlaka 
ARfD  Acute Reference Dose, Akutna referentna doza: najviša doza toksikanata koja 
se unese u organizam u roku 24 h ili kraćem, a koja neće izazvati toksičnu 
reakciju 
BMI  Body Mass Index, Indeks tjelesne mase 
CAD   Collision Activated Dissociation, Kolizijom aktivirana disocijacija 
CC   Collision Cell , Kolizijska ćelija  
CEM   Continuous Electron Multiplier, Kontinuirani množitelj elektrona 
CEP   Collision Cell Entrance Potential, Ulazni potencijal kolizijske ćelije  
CP   Curtain plate, Zastor plina  
cps   Counts Per Second, Broj udaraca u sekundi 
CXP   Cell exit potential, Izlazni potencijal kolizijske ćelije  
DAS  Diacetoksiscirpenol 
DF   Deflektor 
DOM-1  De-epoksi deoksinivalenol 
DOM-15-S De-epoksi deoksinivalenol-15-sulfat  
DOM-3-S  De-epoksi deoksinivalenol-3-sulfat  
DON   Deoksinivalenol 
DON-15-GlcA  Deoksinialenol-15-glukuronid (Deoksinivalenol-15-O-glukuronid) 
DON-15-S  Deoksinivalenol-15-sulfat  
DON-3-Glc  Deoksinivalenol-3-glukozid  
DON-3-GlcA  Deoksinivalenol-3-glukuronid (Deoksinivalenol-3-O-glukuronid) 
DON-3-S Deoksinivalenol-3-sulfat 
DON-7-GlcA  Deoksinivalenol-7-glukuronid (Deoksinivalenol-7-O-glukuronid) 
DON-8-GlcA  Deoksinivalenol-8-glukuronid (Deoksinivalenol-8-O-glukuronid) 
EFSA   European Food Safety Authority, Europska agencija za sigurnost hrane 
ELISA    Enzyme-linked immunosorbent assay, Enzimski imuno-test  
ESI   ElectroSpray Ionization, Ionizacija elektroraspršenjem 
FAO  Food and agriculture organization, Organizacija za hranu i poljoprivredu 
FB1  Fumozin B1 
FB2  Fumozin B2 
FUM   Fumonizin 
HAH   Hrvatska agencija za hranu 
HT-2  HT-2 toksin 
JEFCA  Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives, Zajedničko stručno vijeće 
Organizacije za hranu i poljoprivredu i Svjetske zdravstvene organizacije za 
prehrambene aditive 
LC-MS/MS  Tekućinska kromatofrafija tandemska masena spektrometrija  
LIT   Linear ion trap, Linearni hvatač iona 
LOD   Limit of detection, Limit detekcije 
LOQ   Limit of quantification, Limit kvantifikacije 
m/z   Omjer mase i naboja 
MAS  Monoacetoksiscirpenol 
MRM  Multiple Reaction Monitoring, Praćenje višestrukih reakcija 
MS   Mass spectrometry, Masena spektrometrija 
MW   Molecular weight, Molekulska masa 
NEO  Neosolaniol 
NIV  Nivalenol 
OTA   Ohratoksin A 
Q1   Prvi kvadrupol  
q2   Drugi kvadrupol  
Q3   Treći kvadrupol 
QqQ   Triple Quadrupole, Trostruki kvadrupol  
SRM  Selected Reaction Monitoring, Praćenje određene reakcije 
T-2   T-2 toksin 
TDI   Tolerable Daily Intake, Tolerirani dnevni unos – mjera izloženosti koja čak i 
unosom tijekom čitavog životnog vijeka neće izazvati nikakve štetne posljedice 
ZEA   Zearalenon 
ZEA-14-GlcA Zearalenon-14-O-glukuronid 
α- i β-ZEL α- i β-zearalenol 
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Deoksinivalenol (DON) je mikotoksin koji proizvode plijesni roda Fusarium, a pripada skupini 
trihotecena (EFSA, 2013). Osim DON-a, problem je i u postojanju tzv. „maskiranih 
mikotoksina“ koji su produkt metabolizma biljke, a kod DON-a su to glukozidi (Rychlik i sur., 
2014) koji se u probavnom traktu mogu hidrolizirati nazad u DON koji je toksičniji (Nijs i sur., 
2012). 
DON najčešće nastaje na polju, ali može i tijekom skladištenja te je u velikoj mjeri otporan na 
preradu, zbog čega je potrebno kontrolirati razinu u hrani i hrani za životinje (Rocha i sur., 
2014) Na razvoj mikotoksina utječu klimatski uvjeti kao što su povećana vlaga i visoka 
temperatura (Battilani i sur., 2013) te fizička oštećenja i samo prisustvo spora plijesni u 
sjemenu ili zemlji koje su zaostale od prethodne sezone (Pleadin i sur., 2013). Nakon što 1972. 
je otkriven DON, proveden je velik broj istraživanja o njegovoj toksičnosti, pojavnosti, redukciji 
i metabolizmu na biljkama, životinjama i ljudima, ali trenutna saznanja, naročito o njegovom 
metabolizmu kod ljudi i različitih vrsta životinja, još nisu potpuna (Schwartz-Zimmermann i 
sur., 2015). 
Naziv „vomitoksin“ je dobio zbog toga što prvenstveno uzrokuje povraćanje, ali i druge 
gastrointestinalne probleme. Takve epidemije trovanja hranom kontaminiranom DON-om su 
većinom bile povezane sa zemljama u razvoju zbog nepostojanja regulative ili slabog nadzora 
u provođenju kontrola (Turner i sur., 2012). Međutim, prema izvješću Europske agencije za 
sigurnost hrane iz 2013. i populacija iz razvijenih zemalja je u riziku od prekoračenja tolerirane 
dnevne doze (TDI) koja iznosi 1 µg kg-1 tjelesne mase (EFSA, 2013). 
Jedno od provedenih istraživanja u poljima Hrvatske dokazalo je da je 85% uzoraka kukuruza 
kontaminirano DON-om (Pleadin i sur., 2012). Višegodišnje studije u Hrvatskoj otkrivaju česte 
kontaminacije žitaricama mikotoksinima, a kako bi se izbjegli štetni utjecaji na zdravlje ljudi i 
životinja te ekonomski gubici prehrambene i poljoprivredne industrije, potrebno je provoditi 
sustavnu kontrolu mikotoksina u hrani i hrani za životinje (HAH, 2012). 
Kako bi se istražila izloženost ljudi, Meky i sur. (2003) su započeli na razvoju metode koja je 
kao biomarker izloženosti koristila ukupni DON (slobodni DON + njegovi glukuronidi) iz urina 
nakon hidrolize β-glukuronidazom. Metoda se dalje razvijala kako bi joj se skratilo vrijeme 
utrošeno na enzimsku hidrolizu i pročišćavanje te je razvojem standarda deoksinivalenol-3-
glukuronida (DON-3-GlcA) i deoksinivalenol-15-glukuronida (DON-15-GlcA) (Warth i sur., 
2012a) napokon bilo moguće izbaciti taj korak u postupku analize DON-a iz urina te dobiti 
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selektivnu i specifičnu metodu koja je brža, jednostavnija i daje ponovljive rezultate. LC-
MS/MS metoda je jedna od najbržih i najspecifičnijih multimikotoksinskih metoda koja se 
danas najčešće primjenjuje za ovaj tip analiza. 
Ovaj rad je baziran na nadograđenoj multimikotoksinskoj LC-MS/MS metodi opisanoj u radu 
Wartha i sur. (2012a), a cilj je bio ispitati izlučivanje deoksinivalenola i njegovih metabolita iz 
urina 49 ispitanika kako bi se utvrdila veza između izloženosti u hrani i biomarkera iz urina. 
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2.1 DEOKSINIVALENOL 
Mikotoksin deoksinivalenol (DON) je sekundarni metabolit plijesni roda Fusarium, a pripada 
skupini trihotecena koja sadrži više od 200 strukturno povezanih mikotoksina niske 
molekularne mase (od 200 do 500 Da). Trihoteceni su seskviterpenoidi sa dvostrukom vezom 
između C-9 i C-10 te epoksidom između C-12 i C-13. Ostale skupine različito utječu na njihovu 
toksičnost (Pestka, 2010). DON i njegovi metaboliti imaju keto skupinu na C-8 i nazivaju se još 
i 8-keto-trihoteceni (trihoteceni B skupine) (Döll i Dänicke, 2011; Rodrigues i sur., 2002). DON 
je strukturno sličan toksičnijem T-2 toksinu koji na C-8 ima estersku vezu, a zajedno s HT-2 
toksinom, T-2 tetraolom, neosolaniolom (NEO), diacetoksiscirpenolom (DAS) i 15-
monoacetoksiscirpenolom (MAS) pripada trihotecenima skupine A (Döll i Dänicke, 2011). 
Trihoteceni su bezbojni, najčešće kristalični te topljivi u polarnim organskim otapalima kao što 
su vodena otopina metanola, acetonitril i etil acetat, ali manje topljivi u vodi (Rodrigues i sur., 
2002; Döll i Dänicke, 2011) uz iznimku DON-a koji je dobro topljiv u vodi (5,5 g L-1). DON je 
prema nekim autorima stabilan na 120˚C, a umjereno stabilan na 180˚C (Döll i Dänicke, 2011), 
dok prema drugim autorima degradacija kreće već na 125˚C (Vidal i sur., 2015). 
Deoksinivalenol je također poznat kao 12,13-epoksi-3,7,15-trihidroksi-trihotek-9-en-8-on, kao 
vomitoksin, dehidronivalenol, 4-deoksinivalenol te RD-toksin (Turner i sur., 2012). Naziv 
„vomitoksin“ je dobio zbog toga što uzrokuje povraćanje. Molekulska formula mu je C15H20O6, 
a molekulska masa mu je 296,32g mol-1 (Döll i Dänicke, 2011). Slika 1 prikazuje kemijsku 
strukturu trihotecena skupine B, a u Tablici 1 su razlike između funkcionalnih skupina 
trihotecena skupine B (Turner i sur., 2012). 
Najčešće nastaje na kontaminiranoj pšenici, ječmu i kukuruzu uzrokujući prvenstveno 
probavne smetnje. Kod eksperimentalnih životinja hranjenih DON-om primijećeni su teži 
simptomi kao što su: sporiji rast i slab imunološki sustav kod nižih doza te dijareja, povraćanje, 
leukocitoza, krvarenje, nateknuće stidnice i rodnice, i smrt kod visokih doza (Döll i Dänicke, 
2011; Pestka, 2010). DON može nastati na polju prije žetve ili nakon žetve, a budući da je 
otporan na procesiranje nužna je njegova kontrola u namirnicama (Rocha i sur., 2014). Prema 
podacima koji se nalaze na stranicama FAO gruba procjena je da je do 50% žitarica 
kontaminirano mikotoksinima (FAO, 2016). 
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Slika 1 Kemijska struktura trihotecena skupine B (prilagođeno iz Turner i sur., 2012) 
Tablica 1 Razlike između funkcionalnih skupina trihotecena skupine B (Turner i sur., 2012) 
Trihoteceni B skupine R1 R2 R3 
Nivalenol OH OH OH 
Deoksinivalenol OH H OH 
3-acetil-deoksinivalenol OCOCH3 H OH 
15-acetil-deoksinivalenol OH H OCOCH3 
Fuzarenon X OH OCOCH3 OH 
 
Mikotoksini mogu ući u ljudski ili životinjski hranidbeni lanac direktno ili indirektno. Indirektna 
kontaminacija se događa kada je hrana bila zahvaćena plijesnima koje su tijekom procesa 
obrade uklonjene, ali su na njoj zaostali mikotoksini ili prijenosom mikotoksina iz krmiva u 
namirnice životinjskog podrijetla. Direktna kontaminacija označava hranu i hranu za životinje 
koja sadrži plijesni te mikotoksine kao nusprodukte njihovog metabolizma. Osim hrane biljnog 
podrijetla, mikotoksine je moguće unijeti u organizam i preko mlijeka, sira, mesa te drugih 
namirnica životinjskog podrijetla (Rocha i sur., 2014). Slika 2 prikazuje put mikotoksina u 
hranidbenom lancu. Problem pri prepoznavanju kontaminiranosti mikotoksinima su tzv. 
maskirani mikotoksini koji se u hrani nalaze u promijenjenom obliku zbog čega je otežana 
analiza. Najčešće su kemijski vezani sa šećerom (Slika 3 DON-3-Glc (deoksinivalenol-3-
glukozid)), ali mogu biti vezani acetatnim ili sulfatnim skupinama kao što su 3-Ac-DON (3-
acetil-deoksinivalenol) i 15-Ac-DON (15-acetil-deoksinivalenol) te sulfatni konugati (DON-3-S, 
te DON-15-S). Takvi maskirani metaboliti se djelovanjem crijevne mikrobiote mogu osloboditi 
u slobodan oblik mikotoksina te djelovati toksično (Klapec i Šarkanj, 2016; Turner i sur., 2012). 
  
  2. Teorijski dio 
7 
 
 
Slika 2 Put mikotoksina u hranidbenom lancu (Ožegović i Pepeljnjak, 1995) 
 
Slika 3 Struktura DON-3-Glc (Klapec i Šarkanj, 2016) 
 
2.1.1 Pojavnost u hrani 
Trihoteceni iz skupine A i B se najčešće nalaze u pšenici, kukuruzu, ječmu i zobi, a mogu se naći 
i u prerađenim proizvodima: brašnu, kukuruznim pahuljicama, hrani za dojenčad, sladu i pivu, 
a DON je prvi put izoliran iz oštećenih zrna ječma 1972. godine. DON se najčešće nalazi u 
žitaricama kao što su pšenica, ječam i kukuruz, a nešto rjeđe kod zobi, riže i raži (HAH, 2012). 
Najčešće je povezan s plijesni Fusarium graminearum (Gibberella zeae) i Fusarium culmorum 
koje su ozbiljni patogeni te uzrokuju fuzarijsku palež klasa kod pšenice i Gibberella trulež klipa 
kod kukuruza (Turner i sur., 2012). Na Slici 4 se vide primjeri kontaminacije. 
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(a)     (b) 
Slika 4 (a) Fuzarijska palež klasa (North Dakota State University, 2016) (b) Trulež klipa 
kukuruza (Pioneer, 2016)  
 
Prema podacima izvješća Hrvatske agencije za hranu (HAH) DON je stabilan tijekom 
skladištenja te procesiranja, a može se naći i u mlijeku i mesu, ali preživači DON metaboliziraju 
u de-epoksi deoksinivalenol (DOM-1) koji je manje toksičan. DON i njegovi metaboliti se iz 
organizma izlučuju urinom, ali i mlijekom u manjim koncentracijama. 
Za pojavu plijesni i mikotoksina odgovorni su: 
 odgovarajući sadržaj vlage (slobodna ili aktivna voda),    
 pogodne temperature,   
 prisutnost kisika,    
 fizička oštećenja na usjevima i   
 prisutnost gljivičnih spora (HAH, 2012). 
U razvijenim zemljama su razine DON-a u namirnicama zakonski regulirane pa ne predstavljaju 
značajni rizik za ljudsko zdravlje, ali u zemljama u razvoju regulative ne postoje ili se monitoring 
slabo provodi zbog čega je rizik od česte izloženosti visokim dozama veći. Iako rizik svugdje 
postoji, utjecaj na zdravlje ljudi je slabo istražen. Tijekom dvadesetog stoljeća, mikotoksini su 
često bili povezani s epidemijama trovanja hranom, a DON je u takvoj hrani bio pronađen 
često i u visokim dozama i to najčešće u Kini i Indiji (Turner i sur., 2012). U Indiji je 1987. 
prijavljen velik broj gastrointestinalnih problema za koje se ispostavilo da su povezani s 
konzumacijom kruha koji je bio kontaminiran mikotoksinima (Bhat i sur., 1989). U Kini su Lou 
i sur. (1990) zbog učestalih akutnih trovanja usporedili koncentracije uzoraka kukuruza i 
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pšenice sa ispitanicima iz dvije pokrajine od kojih je jedna imala visoki, a druga niski rizik od 
nastanka raka jednjaka. U visoko-rizičnoj pokrajini su rezultati analize pokazali da je kukuruz 
sadržavao 5,8 puta veću koncentraciju DON-a i 2,6 puta veću koncentraciju 15-Ac-DON-a nego 
u nisko-rizičnoj pokrajini, a pšenica je imala 3,3 puta veću koncentraciju DON-a od pšenice u 
nisko-rizičnoj regiji Kine (Lou i sur., 1990). Simptomi trovanja su slični simptomima koje su 
imale životinje izložene DON-u, uključujući abdominalne grčeve, povraćanje, dijareju, 
glavobolje i vrtoglavice. Unatoč čestim trovanjima, nije uvijek bilo moguće utvrditi da je DON 
uzrok zbog neprikladnog uzorkovanja ili korištenih analitičkih metoda, zbog neprikladnih 
kontrolnih osoba ili kontrolne osobe uopće nisu bile obuhvaćene istraživanjem te zato što 
biomarkeri izloženosti nisu bili poznati. Trenutno poznati biomarkeri otkrivaju da je izloženost 
DON-u česta čak i u razvijenim zemljama (Turner i sur., 2012; Šarkanj i sur., 2013). 
Mitak i sur. (2004) su proveli istraživanje na području Republike Hrvatske 1999. godine na 
kukuruzu imunoenzimskom analizom. Od 28 uzoraka, 18 uzoraka (64,29%) je bilo 
kontaminirano DON-om u koncentracijama od 30 do više od 2000 ng mL-1. Od toga, 8 je 
uzoraka sadržavalo DON u koncentracijama koje su mogle utjecati na zdravlje svinja. Rezultati 
istraživanja prikazani su u Tablici 2 (Mitak i sur., 2004). 
Tablica 2 Sadržaj deoksinivalenola u uzorcima kukuruza iz 1999. godine (Mitak i sur., 2004) 
 
Redni broj Deoksinivalenol (ng mL-1) Redni broj Deoksinivalenol (ng mL-1) 
1. <LOD 15. 150 
2. 720 16. 990 
3. 1585 17. 850 
4. 240 18. >2000 
5. <LOD 19. <LOD 
6. 375 20. 1200 
7. 170 21. >2000 
8. 190 22. 430 
9. 1040 23. <LOD 
10. 155 24. <LOD 
11. <LOD 25. <LOD 
12. 200 26. <LOD 
13. 190 27. <LOD 
14. 425 28. <LOD 
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U kolovozu 2010. godine prikupljeno je i analizirano 40 uzoraka kukuruza iz sjevernog, 
središnjeg i istočnog dijela Hrvatske (Pleadin i sur., 2012). U 85% uzoraka je pronađena 
kontaminacija DON-om s maksimalnom koncentracijom od 17,92 mg kg-1, a u 87,5% s 
maksimalnom koncentracijom od 5,11 mg kg-1 pronađen je ZEA (zearalenon). Tako visoki 
rezultati objašnjeni su visokom vlagom zbog ekstremno puno padalina tijekom perioda rasta 
te niskim temperaturama koje su mogle pogodovati rastu Fusarium plijesni i proizvodnji 
njihovih sekundarnih metabolita (Pleadin i sur., 2012). Pleadin i sur. (2013) su u 2011. godini 
proveli još jedno istraživanje koje je obuhvatilo 181 uzorak kukuruza, pšenice, ječma i zobi iz 
šest različitih regija Hrvatske. Koristeći ELISA metodu određivani su DON, ZEA, FUM 
(fumonizini B1 i B2) i T-2 toksin. Od svih žitarica, kukuruz je imao najveću stopu kontaminacije 
sa DON-om kao najzastupljenijim kontaminantom (52,5%), zatim ZEA (40,5%), FUM (37,5%) i 
T-2 toksinom (33,0%). Četiri uzorka kukuruza i jedan uzorak pšenice su imala koncentraciju 
mikotoksina veću od dozvoljene. S obzirom da je to bio vremenski suh i topao period, 
pretpostavili su da je kontaminacija povezana s drugim čimbenicima osim klimatskih. U Tablici 
3 su prikazane koncentracije DON-a u četiri različite žitarice. 
Tablica 3 Koncentracije DON-a u žitaricama iz 2011. godine iz šest različitih Hrvatskih regija 
(prilagođeno iz Pleadin i sur., 2013) 
 
Žitarica 
Broj 
pozitivnih/ 
broj 
ukupnih 
uzoraka 
Postotak 
pozitivnih 
uzoraka 
(%) 
Srednja 
vrijednost 
pozitivnih 
uzoraka 
(µg kg-1) 
SD 
(standardna 
devijacija) 
(µg kg-1) 
Min 
(µg kg-1) 
Max       
(µg kg-1) 
Kukuruz 45/63 71 1565 2915 215 2942 
Pšenica 33/51 65 223 53 115 278 
Ječam 18/34 53 342 91 74 228 
Zob 7/33 21 145 84 34 201 
 
Tijekom 2004. i 2005. godine je provedeno istraživanje 139 uzoraka žitarica na području Srbije, 
od čega je bilo 76 uzoraka kukuruza, 16 uzoraka pšenice, 24 soje, 19 suncokreta i 4 uzorka 
ječma. DON je određivan tekućinskom kromatografijom s DAD detektorom (detektor s nizom 
dioda). Prosjek pojavnosti DON-a u te dvije godine bio je 44,7% u kukuruzu, 37,5% u pšenici, 
47,4% u suncokretu, 8,3% u soji te 25,0% u ječmu. Koncentracija DON-a u kontaminiranim 
uzorcima je bila od 0,04 do 2,46 µg g-1. Samo su tri uzorka imala koncentraciju DON-a veću od 
maksimalno dozvoljene prema Europskoj Komisiji (Jajić i sur., 2008). 
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U preglednom radu Döll i Dänicke (2011) su prikuplili literaturu pomoću koje je sastavljena 
Tablica 4 u kojoj je vidljiva kontaminacija žitarica država Europe DON-om. Vidljivo je da je 
kukuruz najčešće kontaminiran s najvećom srednjom vrijednošću kontaminacije, iza čega se 
nalazi pšenica, ali kod nekih uzoraka pšenice su uočene daleko najviše koncentracije DON-a u 
usporedbi s ostalim žitaricama. Pšenica je analizirana najčešće od svih žitarica zbog svoje veće 
rasprostranjenosti i češće uporabe od ostalih u prehrambenoj industriji za prehranu ljudi. 
Tablica 4 Kontaminacija žitarica DON-om sa područja Europe iz 2003. godine 
(Döll i Dänicke, 2011) 
 
Žitarica N (broj 
uzoraka) 
Pozitivni 
uzorci (%) 
Maksimum 
(mg kg-1) 
Srednja 
vrijednost 
(mg kg-1) 
Pšenica 6358 61 50,000 0,293 
Kukuruz  520 89 8,850 0,660 
Ječam 781 47 0,619 0,106 
Zob 595 33 5,004 0,253 
Riža 271 41 0,595 0,095 
 
Znanstveni odbor za hranu (SCF – Scientific Committee for Food) je 2002. godine  donio 
privremenu odredbu za tolerirani dnevni unos za DON od 1 µg kg-1 tjelesne mase na dan. JEFCA 
je 2010. proširila odluku na DON i njegove acetilirane derivate (3-Ac-DON i 15-Ac-DON) i 
postavila ARfD (Akutna referentna doza) na 8 µg kg-1 tjelesne mase. EFSA je u svom izvješću iz 
2013. godine obuhvatila istraživanja u periodu od 2007. do 2012. godine iz 21 države članice 
Europske Unije na 18884 uzorka s ukupno 26613 rezultata o DON-u i njegovim metabolitima. 
DON je pronađen u 44,6% neprocesiranih žitarica, 43,5% uzoraka hrane i u 75,2% uzoraka 
hrane za životinje, a 0,8% uzoraka hrane i 1,7% uzoraka hrane za životinje je premašivalo 
maksimalne količine DON-a. Također je najčešće pronađen u kukuruzu, zatim pšenici te zobi 
u odnosu na druge žitarice. Koncentracija DON-a je bila značajno viša u pšeničnim mekinjama 
od drugih proizvoda meljave pšenice. U procesiranim proizvodima (kruh, peciva, žitarice za 
doručak, tjestenina) je koncentracija bila niža u usporedbi s neprocesiranim. Hrana za životinje 
je bila najviše kontaminirana, a među različitim vrstama hrane za životinje, najveća 
kontaminacija je bila kod hrane za perad, jer je perad najmanje osjetljiva na štetno djelovanje 
DON-a. Derivati DON-a, 3-Ac-DON i 15-Ac-DON su rjeđe pronađeni i u manjim 
koncentracijama od DON-a, a skoro u svakom slučaju kada su bili kvantificirani, uzorak je 
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sadržavao i DON. Od ukupnog DON-a, 3-Ac-DON je bio zastupljen sa 2 do 20%, a 15-Ac-DON 
sa 10 do 15%. DON-3-Glc je rijetko službeno praćen u istraživanjima, samo u Češkoj, a u 
uzorcima u kojima je pronađen je zastupljen sa oko 5% od ukupne kontaminacije DON-om i 
metabolitima (EFSA, 2013). 
Dojenčad i djeca su najizloženije grupe kada se razmatrala kronična izloženost i procijenjena 
je za prosjek u rasponu od 0,54 do 1,02 µg kg-1 tjelesne mase na dan te za 95. percentil između 
0,95 i 1,86 µg kg-1 tjelesne mase na dan. Kronična izloženost adolescenata, odraslih i starijih 
osoba je u prosjeku bila u rasponu od 0,22 do 0,58 µg kg-1 tjelesne mase na dan i za 95. 
percentil od 0,43 do 1,08 µg kg-1 tjelesne mase na dan. U skoro svim skupinama populacije, 
kruh i peciva su bili glavni izvori kontaminacije sa 30,9 – 72,3% ukupne izloženosti. U nekim 
skupinama, tjestenina je na kroničnu izloženost utjecala i do 63,8% od ukupne izloženosti, fini 
pekarski proizvodi do 43,1% te proizvodi meljave žitarica do 76,9%. Kada je riječ o akutnoj 
izloženosti iznad 8 µg kg-1 tjelesne mase, kod dojenčadi i djece pojavljivala se u 0,04 – 0,17% 
slučajeva, a kod adolescenata, odraslih i starijih osoba u 0 – 0,09% slučajeva. Akutnim dozama 
u trajanju više od jednog dana bilo je izloženo više od 0,7% populacije, a tome je najviše 
doprinijela konzumacija finih pekarskih proizvoda u svim dobnim skupinama, osim u slučaju 
dojenčadi kod koje su najviše utjecali proizvodi meljave žitarica. Kronična izloženost životinja 
je bila između 3,9 i 43,3 µg kg-1 tjelesne mase na dan, a akutna između 11,6 i 137,9 µg kg-1 
tjelesne mase. Među životinjama, najizloženije DON-u su perad (kokoši, pure, patke), zatim 
svinje pa tek onda ostale životinje (EFSA, 2013). 
Važnost praćenja kontaminacije mikotoksina proistječe iz činjenice da je gotovo nemoguće 
očekivati nekontaminirane žitarice zbog sveprisutnog pojavljivanja odgovornih plijesni. 
Takozvane plijesni skladištenja se u nekoj mjeri mogu kontrolirati pravilnim uvjetima čuvanja 
kao što su održavanje temperature (ispod 10˚C) i vlažnosti te aw (aktivitet vode) (ispod 0,85). 
Plijesni koje su dio prirodne mikroflore već na polju je moguće kontrolirati samo do određene 
granice. Rizici nastanka mikotoksina su: klima, obrada zemlje, kukuruz kao prethodno 
uzgajana žitarica, zaštita žitarica, dohranjivanje biljaka. Bitno je polje preorati i odstraniti 
zaostale biljke od posljednje sezone, naročito ako je riječ o kukuruzu te redovito izmjenjivati 
sadnju vrsta biljaka, uz izbjegavanje srodnih vrsta. Poželjno je biljke dohranjivati i žetvu obaviti 
u roku i pod povoljnim klimatskim uvjetima (Döll i Dänicke, 2011). 
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2.1.2 Metabolizam  
Prvo istraživanje metabolizma DON-a proveli su Yoshizawa i sur. (1983) na urinu i fecesu 
štakora. Ustanovljeno je da je došlo do de-epoksidacije, a novopronađeni metabolit je nazvan 
de-epoksi deoksinivalenol (DOM-1) te je imao jedan atom kisika manje od DON-a. Worrell i 
sur. (1989) su potvrdili ovo otkriće, s tim da su otkrili da je za de-epoksidaciju zaslužna crijevna 
mikrobiota jer kada su štakori hranjeni DON-om i tretirani antibioticima, u urinu i fecesu je 
bilo značajno manje de-epoksi metabolita. Inkubacija DON-a s jetrenim homogenatom nije 
rezultirala nastankom DOM-1 pa je zaključeno da jetreni metabolizam nije moguć kod štakora, 
a  metabolit DON-a u organizmu štakora je DOM-1 koji je rezultat mikrobnog metabolizma iz 
probavnog trakta (Wu i sur., 2010). 
Istraživanja na svinjama su dokazala da je DON toksičniji za njih od drugih životinja jer je njihov 
metabolizam DON-a slabiji. Svinje su oralno primile 0,6 mg kg-1 tjelesne mase te intravenozno 
0,3 mg kg-1 tjelesne mase DON-a označenim 14C te im je tijekom 24 sata prikupljana krv, urin, 
žuč i feces koji su analizirani pomoću plinske kromatografije s masenim spektrometrom (GC-
MS). Oko 95% DON-a je bilo izlučeno, a iako glukuronidi DON-a nisu pronađeni, u slučaju kad 
se urin i žuč tretirala β-glukuronidazom dokazano je njihovo postojanje (Prelusky i sur., 1987a). 
Međutim, u novijem istraživanju su Nagl i sur. (2014) potvrdili da je riječ o DON-3-GlcA i DON-
15-GlcA. Oni su proučavali metabolizam maskiranog oblika DON-a, DON-3-Glc-a oralnim i 
intravenoznim unosom na četiri svinje. Nakon oralnog unosa DON-a i DON-3-Glc-a, u urinu je 
izlučeno 84,8 ± 9,7% DON-a i 40,3 ± 8,5% DON-3-Glc-a. Od ukupno izlučenog DON-3-Glc-a, 
samo je 2,6 ± 1,4% bilo u tom obliku, a ostatak je bio u obliku DON-a, DON-3-GlcA, DOM-1 i 
DON-15-GlcA. Intravenozno unesen DON-3-Glc je skoro u potpunosti izlučen nepromijenjen 
što upućuje na to da se DON-3-Glc u probavnom traktu svinja gotovo u cijelosti hidrolizira 
(Nagl i sur., 2014). U serumu nije pronađen DOM-1, a samo u tragovima je pronađen u želucu 
i tankom crijevu, dok je u većim količinama pronađen u silaznom dijelu debelog crijeva jer se 
većim dijelom izlučuje urinom. Također su proučavani apsorpcija, metabolizam i izlučivanje 3-
Ac-DON-a kod svinja nakon što su tijekom 2,5 dana hranjene komercijalnom hranom 
kontaminiranom 3-Ac-DON-om u koncentraciji od 2,5 mg kg-1. U plazmi, urinu i fecesu nisu 
pronađeni 3-Ac-DON i njegovi de-epoksidni oblici, a već 20 minuta nakon početka hranjenja, 
u plazmi je detektiran DON. Najveća koncentracija DON-a u plazmi je bila nakon tri sata nakon 
čega se ubrzano smanjivala, a nakon osam sati je koncentracija bila niska i blizu limita 
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detekcije. Značajan udio DON-a u plazmi predstavljali su glukuronidni konjugati (42 ± 7%), a 
60 sati od izloženosti više nije bilo DON-a u plazmi. DON se najviše izlučio urinom (45 ± 26% 
od ukupno konzumiranog mikotoksina), a u fecesu su pronađene samo male količine 
metabolita 3-Ac-DON-a (2 ± 0,4%), veća količina 3-Ac-DOM-1 (52 ± 15%) i ostatak je bio DON 
što opet navodi na zaključak da su svinje osjetljivije na DON (Eriksen i sur., 2003). Metaboliti 
DON-a kod svinja su DOM-1 i glukuronidni konjugati DON-a. Acetilirani oblici toksina se 
deacetiliraju te transformiraju u DOM-1 in vivo, a pronađeni su u žuči i bubrezima, dok se de-
epoksidi ne mogu pronaći u urinu i plazmi svinja (Döll i sur, 2008). De-epoksidi acetiliranih 
oblika koji su pronađeni u urinu i plazmi štakora dospjeli su tamo jer su štakori koprofagi 
(Eriksen i Pettersson, 2004). 
Kod preživača je provedeno istraživanje u kojem je DON inkubiran u tekućini iz buraga tijekom 
24 sata prilikom čega se cijeli transformirao u svoj de-epoksidni oblik. Identificiran je samo 
DOM-1 pomoću infracrvene i ultraljubičaste spektrometrije (IR i UV), masene spektrometrije 
(MS) i nuklearne magnetne rezonance (NMR). Tijekom inkubacije je 3-Ac-DON deacetiliran u 
DON nakon čega je provedena de-epoksidacija pomoću bakterija i praživotinja koje se nalaze 
u buragu (King i sur., 1984). U in vivo istraživanju je potvrđeno da krave mogu metabolizirati 
DON u DOM-1 tako što su Holstein krave u laktaciji hranjene dva puta na dan tijekom pet 
uzastopnih dana kukuruzom kontaminiranim DON-om, nakon čega je pomoću GC-MS rađena 
analiza na mlijeku, urinu te plazmi. DOM-1 je pronađen u svim ispitivanim uzorcima. Budući 
da DOM-1 može prijeći krvnom cirkulacijom u mlijeko, smatra se da je i on prikladan biomarker 
za procjenu unosa DON-a kod preživača (Yoshizawa i sur., 1986). Metabolizam DON-a kod 
ovaca u laktaciji je određivan pomoću 14C označenog DON-a (kombinacijom radioizotopskih i 
kromatografskih tehnika) te je otkriveno sedam metabolita. Najviše DON-a i njegovih 
metabolita je izlučeno urinom (91%) te žuči (6%). Glukuronidni konjugati činili su 67%, DOM-
1 13%, DON 11%, sulfatni konjugati DON-a 2% te su utvrđena još tri neidentificirana 
metabolita od ukupno izlučenih radioaktivnih komponenata. Preživači su zbog načina 
prehrane morali prilagoditi metabolizam pa su puno otporniji na DOM i njegove metabolite 
(Prelusky i sur., 1987 b). 
DON kod peradi može biti transformiran u DOM-1 u debelom crijevu, a nizak pH inhibira 
njegovu transformaciju. Zaključeno je da se 3-Ac-DON može metabolizirati u DON i DOM-1, 
dok 15-Ac-DON rezultira direktnim nastankom 15-Ac-DOM-1 (Wu i sur., 2010). Schwartz-
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Zimmermann i sur. (2015) su u nedavnom istraživanju pomoću LC-MS/MS metode i kemijski 
sinetiziranog standarda deoksinivalenol-3-sulfata (DON-3-S) dokazali da je on glavni metabolit 
kod peradi. Nakon unosa DON-a, on se jako brzo apsorbirao u dvanaesniku, a zatim u 
mukoznim stanicama, jetri i bubrezima metabolizirao te izlučio putem žuči i urina u obliku 
DON-3-sulfata, a kod unosa DOM-1, brzo je došlo do transformacije u deepoksi-
deoksinivalenol-3-sulfat (DOM-3-S), a taj metabolički put DON-a je prikazan Slikom 5 (Wu i 
sur., 2010). Biološko iskorištenje oralno unesenog DON-a u obliku DON-3-S i DOM-3-S kod 
kokoši je bilo blizu 100%, a iako su pure pokazivale znakove sličnog metabolizma, kod njih je 
iskorištenje bilo između 50% i 70% što upućuje na to da je izlučivanje metabolita DON-a i DOM-
1 brže kod kokoši, nego kod pura. Da bi se usporedila toksičnost DON-a, DON-3-sulfata i 
deoksinivalenol-15-sulfata (DON-15-S) napravljena je in vitro analiza transkripcije/translacije 
na ekstraktu pšenične klice te je ustanovljeno da DON-3-sulfat ne pokazuje nikakve znakove 
toksičnosti, dok DON-15-S djeluje toksično, ali 44 puta manje nego DON (Warth i sur., 2015). 
A kako bi usporedili toksičnost DON-a, DOM-1, DOM-3-S i deepoksi-deoksinivalenol-15-sulfata 
(DOM-15-S) in vitro analiza transkripcije/translacije je odrađena na ribosomima sisavaca. 
DOM-3-sulfat je četiri puta manje toksičan od DOM-1 i za skoro 2000 puta manje toksičan od 
DON-a. Slično tome je i DOM-15-sulfat pokazao 3,4 puta manju toksičnost od DOM-1 i oko 
1700 puta manju toksičnost od DON-a. Ti podaci potvrđuju da de-epoksidacija DON-a dovodi 
do nastanka manje toksičnih metabolita i da je sulfatacija detoksifikacijski mehanizam, slično 
kao glukozilacija kod biljaka. Zbog ovakvog metabolizma, perad je značajno otpornija na štetno 
djelovanje DON-a od ostalih vrsta (Schwartz-Zimmermann i sur., 2015).  
 
Slika 5 Metabolizam DON-a kod životinja (Wu i sur., 2010) 
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Jedno od ranijih istraživanja na ljudima provedeno je tako da su uzorci ljudskog fecesa 
inkubirani kroz 48 sati uz 3-Ac-DON bez prisustva zraka. Tijekom inkubacije došlo je do 
deacetilacije u DON. U usporedbi sa sličnim istraživanjima na štakorima, miševima i svinjama, 
nisu detektirani de-epoksidni metaboliti što je upućivalo na to da ljudi nemaju crijevnu 
mikrobiotu potrebnu za prevođenje DON-a u njegov manje toksični oblik DOM-1, iako je u 
urinu Francuskih farmera pronađen DOM-1, vjerojatno zbog prelaska crijevne mikroflore iz 
radne okoline (Wu i sur.,2010; Turner i sur., 2010a). 
Već je poznato da trihoteceni u visokim količinama mogu izazvati akutno trovanje jer DON 
inhibira sintezu proteina i modulira imuni odgovor, ali njegovo uzrokovanje kroničnih bolesti 
kod ljudi još nije razjašnjeno pa je potrebno provesti dodatna epidemiološka istraživanja. Zbog 
toksičnog utjecaja su uvedene maksimalne tolerirane dnevne količine, ali DON-3-glukozid 
(DON-3-Glc) još nije uveden u zakonodavstvo zbog premalo informacija o pojavnosti i 
toksičnosti iako je na štakorima i svinjama te u in vitro istraživanjima dokazano da se taj 
metabolit može hidrolizirati u prekursorski toksin DON. Česta istraživanja na životinjama 
tijekom 1980-ih su pokazala značajne razlike u izlučivanju urinom i glukuronidaciji među 
vrstama (Warth i sur., 2013). Ta razlika je nedavno istražena u in vitro uvjetima jetrenog 
metabolizma ljudi i šest vrsta životinja koristeći mješavinu jetrenih mikrosoma. Ustanovljeno 
je da i ljudi i životinje nakon apsorpcije DON prevode u tri različita glukuronida pomoću 
jetrenih mikrosoma, ali u različitim koncentracijama. Aktivnost jetrenih mikrosoma kod 
preživača je 525 pmol min-1 mg-1, kod štakora je 80 pmol min-1 mg-1, a kod ljudi je najniža i 
iznosi 0,8 do 2,2 pmol min-1 mg-1. Različiti produkti glukuronidacije kod različitih vrsta su 
prikazani na Slici 6 (Maul i sur., 2012). 
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Slika 6 Razlike u glukuronidaciji kod različitih vrsta (prilagođeno iz Maul i sur., 2012) 
Koncentracija DON-a u urinu je praćena nakon inkubacije β-glukuronidazom na uzorcima 
ženskih osoba iz regije Kine za koje se smatralo da je visoko rizično za rak jednjaka i izloženost 
DON-u te iz regije koja je imala nizak rizik raka. Kao biomarker izloženosti je predložen ukupan 
DON (DON + DON-glukuronidi) jer se koncentracija DON-a povećavala nakon tretiranja β-
glukuronidazom što je potvrdilo da i kod ljudi postoje glukuronidi DON-a. U rizičnoj regiji je 
izloženost bila u rasponu od 14 do 94 ng mL-1, a u nisko rizičnoj između 4 i 18 ng mL-1 (Meky i 
sur., 2003; Lou i sur., 1990).  
Turner i sur. (2008a) su proveli istraživanje na 25 zdravih ispitanika koji su tijekom prva dva 
dana jeli uobičajenu hranu, a sljedeća četiri dana, u restrikcijskoj fazi, hranu u kojoj se ne bi 
trebao nalaziti DON. Trećeg dana (prvi dan intervencijske prehrane) je prikupljen prvi jutarnji 
urin kako bi se prikazao unos DON-a u prethodna dva dana, a sedmog dana je prikupljen prvi 
jutarnji urin kako bi se prikazalo koliko su se ispitanici pridržavali plana prehrane. Uzorci urina 
su inkubirani sa 13C DON-om kao internim standardom preko noći sa β-glukuronidazom da bi 
se procijenio ukupni DON. Budući da se koristio prvi jutarnji urin, završna koncentracija DON-
a je preračunata kao ng DON-a po mg-1 kreatinina (ng mg-1). Tijekom uobičajene prehrane, 
kod svih ispitanika je detektiran urinarni DON u koncentraciji od 10,8 ng mL-1 (raspon 0,7-
61,3), a tijekom restrikcijske prehrane je samo kod nekih detektiran (36%) i to u koncentraciji 
od 1,0 ng mL-1 (raspon 0-8,4). 
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Iste godine je uspoređena stopa izlučivanja 24-satnog urinarnog DON-a s unosom žitarica. 
Ispitanici su smješteni u kategorije u ovisnosti o unosu žitarica: niski (prosječno 107 g žitarica 
dan-1; raspon 88-125), srednji (prosjek 179 g dan-1; raspon 162-195) i visoki unos (prosjek 300 
g dan-1; raspon 276-325) sa 100 ispitanika u svakoj kategoriji. Nakon hidrolize β-
glukuronidazom, pomoću tekućinske kromatografije sa tandem masenom spektrometrijom 
(LC-MS/MS), je određen ukupni DON koji je detektiran u 296 od 300 (98,7%) uzoraka urina. 
Iako je kruh od cjelovitih žitarica najviše utjecao na koncentracije DON-a u urinu, bijeli kruh se 
konzumira češće pa je on značajniji (Turner i sur., 2008b).  
Jedno od značajnijih istraživanja su proveli Turner i sur. (2011) na 34 ispitanika iz Velike 
Britanije koristeći ukupni DON (slobodni DON + DON-glukuronidi) za usporedbu sa slobodnim 
DON-om i DOM-1. DOM-1 je pronađen kod samo jednog ispitanika i činio je otprilike 1% 
ukupnog DON-a, a kod još 4 se pik preklapao sa standardnom DOM-1, ali je bio ispod limita 
kvantifikacije. Ljudi ne posjeduju prikladnu mikrobiotu koja bi imala de-epoksidacijsku 
aktivnost (osim ako nije preuzeta iz okoline kao u slučaju francuskih farmera). Slobodni DON 
je izlučen u 68% uzoraka, činio je oko 9% ukupnog DON-a, a ostatak (91%) su bili glukuronidi. 
Uridin difosfat glukuronoziltransferaza (UGT) sudjeluje u ciklusu glukuronidacije pa bi bilo 
poželjno ispitati postoje li razlike u glukuronidaciji ako su prisutne genetske mutacije tog 
enzima jer stopa glukuronidacije nije bila povezana s količinom unesenog DON-a (Turner i sur., 
2011).  
Warth i sur. (2013) su istraživanje proširili na 8 dana tokom kojih su pratili promjene 
koncentracije DON-a i DON-glukuronida što je prikazano u Tablici 5. Istraživanjem je 
obuhvaćen samo jedan ispitanik koji se pridržavao pravila prehrane, tako da je u prva dva dana 
jeo samo namirnice bez DON-a (riža, mliječni proizvodi, voće i povrće) kako bi se iz organizma 
izlučio mogući zaostali kontaminant. Zatim je tokom četiri dana jeo namirnice kontaminirane 
DON-om, s jednakom veličinom obroka i kontaminacijom DON-om u isto vrijeme. Četiri dana 
intervencijske prehrane uključivala su konzumaciju žitarica s pšeničnim mekinjama, kukuruzne 
kaše i brašna, kruha, piva i kokica, a nakon toga je opet dva dana konzumirao namirnice bez 
DON-a. Kroz četiri intervencijska dana, koncentracije DON-a su bile slične što je upućivalo da 
se metabolizam ne razlikuje previše iz dana u dan. Ukupni DON je je izlučen stopom od 68%, 
dok je u Turnerovim istraživanjima stopa bila 72%, ali on je analizirao prvi jutarnji urin koji je 
koncentriraniji, te je noćni metabolizam nešto drugačiji. Također je prvi dan intervencijske 
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prehrane (treći dan) stopa izlučivanja bila niža (60%) u odnosu na druga dva intervencijska 
dana (četvrti dan 69%, peti dan 73%) zbog prelaska na takvu prehranu pa je i prosjek niži. 
Nakon prelaska sa intervencijske na redukcijsku prehranu (sedmi dan) u urinu je zaostalo samo 
malo DON-15-GlcA, a DON i DON-3-GlcA su bili ispod limita detekcije čime je potvrđeno da se 
DON brzo metabolizira unutar 24 sata. 24-satni urin je imao skoro duplo manje koncentracije 
DON-a od jutarnjeg urina te je dokazano da je eliminacija DON-a moguća unutar dva dana. 
Stopa glukuronidacije je bila 76%, a u radu Turner i sur. (2011) je bila 91%, ali se taj rezultat 
može objasniti višim koncentracijama DON-a unesenih prehranom u istraživanju Wartha i sur. 
(2013). Odnos DON-15-GlcA i DON-3-GlcA je bio 3:1. Također je pronađen treći glukuronid, 
deoksinivalenol 8-O-β-d-glukuronid (DON-8-GlcA), ali u preniskim koncentracijama da bi bio 
kvantificiran (Warth i sur., 2013). Uhlig i sur. (2013) su otkrili strukturu ovog glukuronida 
promatrajući NMR spektar glukuronida nastalih nakon inkubacije u mikrosomima pomoću 
jetrenih enzima, a prije ove potvrde smatralo se da je riječ o DON-7-GlcA. Također su se pratili 
DON-3-Glc i 3-Ac-DON da se utvrdi dolazi li do hidrolize u DON, ali nisu pronađeni ili zbog niske 
koncentracije u namirnicama ili zato što je stvarno došlo do hidrolize kao što je slučaj sa 
svinjama i štakorima (Warth i sur., 2013). 
Tablica 5 Koncentracija deoksinivalenola i njegovih glukuronida u 24-satnom urinu te stopa 
ekskrecije i glukuronidacije (prilagođeno iz Warth i sur., 2013) 
 
Dan 
Unos 
DON-a 
(µg dan-1) 
DON 
(µg L-1) 
DON-3-
GlcA 
(µg L-1) 
DON-
15-GlcA 
(µg L-1) 
Σ 
ukupnog 
DON-a 
(µg L-1) 
Izlučivan
je urina 
(L) 
Σukupni 
izlučeni DON 
(µg dan-1) 
Stopa 
izlučivanja 
(%) 
Stopa 
konjuga
cije (%) 
1. - <LOD <LOD 3 3 2,20 6 - - 
2. - <LOD <LOD <LOD - 1,80 - - - 
3. 138 8 9 21 38 2,17 82 60 80 
4. 138 10 7 18 35 2,73 96 69 72 
5. 138 11 8 25 45 2,25 101 73 75 
6. 138 9 7 23 39 2,54 98 71 77 
7. - <LOD <LOD 5 5 2,42 11 - - 
8. - <LOD <LOD <LOD - 1,56 - - - 
Prosjek 138 9 8 22 39 2,42 94 68 76 
 
2.1.3 Biomarkeri izloženosti  
Kako bi se razumjeli utjecaji DON-a na zdravlje, nužno je moći točno odrediti unos na 
individualnom nivou. Pronalaženje optimalnih biomarkera je nužno za procjenu 
bioraspoloživosti mikotoksina i točniju procjenu rizika. Procjena izloženosti toksinima iz hrane 
je tradicionalno značila mjerenje koncentracije kontaminacije u namirnici u kombinaciji s 
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procjenom unosa. Budući da žitarice nisu homogeno kontaminirane, bilo je nemoguće 
precizno procijeniti kontaminaciju DON-om na individualnoj razini i zbog toga je predloženo 
pronalaženje prikladnog biomarkera izloženosti. Na osnovi poznavanja apsorpcije i ekskrecije 
DON-a kod životinja, predloženo je razvijanje metoda za analizu biomarkera iz urina zbog 
visokog nivoa prijelaza DON-a i relativno jednostavnog prikupljanja urina. Prvi jutarnji urin je 
analiziran kako bi se vidio unos u prethodnih 24–48 sati, koncentracija DON-a u ng mL-1 je 
podešena prema koncentraciji kreatinina u mg mL-1, a rezultati su izraženi u ng DON mg-1 
kreatinina (ng mg-1) (Turner i sur., 2008a). 
Meky i sur. su provodili istraživanja na štakorima i ljudima kojima su dokazali da se DON brzo 
metabolizira u glukuronidne konjugate koji mogu poslužiti kao biomarkeri izloženosti DON-u. 
DON-GlcA su glavni netoksični metaboliti DON-a pronađeni u urinu, a budući da njihove 
standarde nisu imali, razvili su novu metodu kojom je moguće primijeniti kombinirano 
određivanje nemetaboliziranog DON-a i DON-GlcA nakon hidrolize β-glukuronidazom čime se 
dobije vrijednost ukupnog DON-a (Meky i sur., 2003). Ta se analitička metoda sastoji od 
imunoafinitetnog prečišćavanja nakon hidrolize te je kasnije modificirana tako da uključuje 
DON obilježen sa 13C kao interni standard. Turner i sur. (2008, 2010b, 2011) su metodu u tom 
obliku koristili za nekoliko studija u Velikoj Britaniji. Istraživanjima na uzorcima humanog urina 
kod ljudi izloženima hranom kontaminiranom DON-om pronađeno je da su svi uzorci 
sadržavali DON-GlcA te je 68% uzoraka sadržavalo i DON i DON-GlcA (Turner i sur., 2008a). Do 
nedavno je u urinu ljudi otkriven samo DON i DON-GlcA, ali se nije znalo o kojem je izomeru 
riječ. Sintetiziran je DON-3-GlcA jer se pretpostavljalo da se u ljudskom urinu nalazi samo jedan 
glukuronid i da je riječ o upravo DON-3-GlcA. Nakon optimiziranja metode na rad sa UHPLC-
om (ultra visokodjelotvorna/visokotlačna tekućinska kromatografija) uz DON-3-GlcA je 
otkriven još jedan pik, a nakon tretiranja β-glukuronidazom na kromatogramu ga nije bilo pa 
je zaključeno je da je riječ o drugom glukuronidnom izomeru. Za potrebe potvrde je 
sintetiziran i DON-15-GlcA. Glukuronidi su identificirani, ali i kvantificirani te je od ukupnih 
glukuronida DON-a 73% (69-76%) bio DON-15-GlcA, a 27% (24-31%) je bio DON-3-GlcA. 
Korištenjem standarda metabolita pojednostavljuje se metoda i skraćuje vrijeme koje bi se 
potrošilo na pročišćavanje uzoraka i enzimatsku hidrolizu β-glukuronidazom (Warth i sur., 
2012a). Ako je poznat odnos slobodnog DON-a i njegovih glukuronida, može se procijeniti 
osjetljivost prema DON-u na individualnoj razini i smetnje od drugih prehrambenih metabolita 
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ili lijekova koji se natječu s DON-om za detoksifikaciju. Osim ova dva istraženija konjugata, 
nedavna in vitro istraživanja su otkrila prisutnost trećeg DON-GlcA, za koji se prvo smatralo da 
je DON-7-GlcA, ali je ipak riječ o DON-8-GlcA (Maul i sur., 2012; Šarkanj i sur., 2013). Osim 
glukuronida, kod ljudi još postoje i sulfati, ali su manje zastupljeni (Warth i sur., 2016). 
Iako je DOM-1 prikladan kao biomarker izloženosti deoksinivalenolu kod životinja, naročito 
preživača, nije prikladan kao biomarker kod ljudi jer ga se u urinu ne može detektirati ili se 
detektira u jako niskim koncentracijama. Turner i sur. (2011) su ga pronašli i kvantificirali kod 
jednog ispitanika i predstavljao je 1% od ukupnog slobodnog DON-a i DON-GlcA, a kod još 
četvero ispitanika je detektiran, ali nije mogao biti kvantificiran. Od 22 ispitanika iz Velike 
Britanije niti jedan nije imao DOM-1 u urinu (Turner i sur., 2011). U istraživanju na Francuskoj 
populaciji su pronašli DOM-1 kod 34% ispitanika koji su većinom bili stočari. To otkriće ukazuje 
na mogućnost adaptacije mikrobiote tih ispitanika na de-epoksidacijsku aktivnost, ali i dalje se 
DOM-1 (niti njegov glukuronid) ne smatraju prikladnim biomarkerima jer nisu značajni 
detoksifikacijski metaboliti kod ljudi (Turner i sur., 2010a). 
Dostupnost biomarkera omogućava istraživanje utjecaja DON-a u populaciji djece i 
vegetarijanaca koji su najizloženiji. Buduće procjene učinaka na zdravlje će zahtijevati točnije 
mjerenje izloženosti i učinka koje će moći biti moguće ako se koriste prikladni biomarkeri. 
Glukuronidi DON-a su pronađeni i u tkivu i izlučevinama životinja, pa su prikladni za korištenje 
kao biomarkeri izloženosti ljudske populacije. Odrasle osobe iz Velike Britanije su sudjelovale 
u istraživanju između povezanosti unosa konzumacijom žitarica i ekskrecije 24-satnim urinom. 
Od 300 uzoraka urina, u 98,7% je detektiran DON. Neke osobe su prekoračile i maksimalnu 
TDI (prihvatljivu dnevnu dozu) od 1 µg kg-1 tjelesne mase. Izbjegavajući hranu na osnovi žitarica 
u prehrani, moguće je značajno smanjiti izloženost kontaminantima (Pestka, 2010; Turner i 
sur., 2008a). 
 
2.1.4 Kreatinin u urinu 
Kreatinin je organski spoj koji se filtrira i izlučuje u bubrezima, a nastaje spontano pomoću 
ATP-a (adenozin trifosfat) iz kreatin fosfata u mišićima. Kako je mišićna masa konstantna, tako 
je i proizvodnja kreatinina skoro pa konstantna iz dana u dan. Kreatinin ima kemijsku formulu 
C4H7N3O, a strukturna formula je prikazana na Slici 7 (Alfa Aesar, 2016). Kreatinin je 
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najkorišteniji marker za procjenu ekskrecije, dok na kreatinin iz seruma utječu parametri kao 
što su dob, spol, mišićna masa i prehrana. Kreatinin ima molekulsku masu 113 g mol-1 i on se 
proizvodi relativno konstantnom brzinom, slobodno se filtrira u glomerularnoj membrani i 
aktivno izlučuje u tubule bubrega. Ako je smanjena funkcija bubrega, tubularna sekrecija 
kreatinina se povećava (Purde i sur., 2016). Korištenje „koeficijenata kreatinina“, koji 
izražavaju količinu (u miligramima po kilogramu tjelesne mase) kreatinina izlučenog u 24 sata 
od strane zdrave osobe je temeljeno na pretpostavci da je količina kreatinina povezana s 
tjelesnom težinom. Međutim, urinarni kreatinin je bolje povezan s mišićnom masom, nego 
tjelesnom jer je uočeno da muškarci imaju veće vrijednosti kreatinina na istu tjelesnu masu, a 
veću mišićnu masu. Za očekivati je da pretile osobe imaju niže koeficijente kreatinina od vitkih 
osoba. Proizvodnja kreatinina malo varira u ovisnosti o količini ili vrsti prehrane, na nju ne 
utječe količina nastalog urina te se blago povisuje fizičkom aktivnosti. Točnost 24-satnog 
prikupljanja urina se uobičajeno provjerava određujući količinu kreatinina jer su razlike u 
njegovom dnevnom izlučivanju male, za jednu osobu je razlika do 10%, a između osoba je 
razlika najviše do 29%. Ta razlika dolazi od toga što tubuli izlučuju manju količinu zadržanog 
kreatinina (Narayanan i Appleton, 1980). 
Klirens kreatinina (mL min-1) se izračunava prema formuli: (koncentracija u 
urinu/koncentracija u serumu) x volumen urina (mL min-1) x (1,73/ površina tijela ispitanika), 
gdje je 1,73 prosječna površina tijela u kvadratnim metrima (m2). Površina tijela je u korelaciji 
s veličinom bubrega. Klirens kreatinina i uree je obično konstantan kada je izlučivanje urina 
normalno. Omjer klirensa uree i klirensa kreatinina je oko 0,60, a može varirati od 0,4 do 1,10 
(Narayanan i Appleton, 1980). Kreatinin iz 24-satnog urina se smatra standardnom analizom 
za procjenu bubrežne funkcije. Urinarni kreatinin služi kako bi se koncentracija DON-a iz ng 
mL-1 urina preračunala na ng mg-1 kreatinina (Quareshi i sur., 2015). Time se rezultati 
koncentracije normaliziraju zbog razrijeđenosti urina (ukoliko je osoba dehidrirana, 
koncentracija svih metabolita je viša zbog manje izlučene vode) (Warth i sur., 2013). 
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Slika 7 Strukturna formula kreatinina (Alfa Aesar, 2016) 
 
2.2 UHPLC-ESI-MS/MS 
Spajanjem (U)HPLC ((ultra)visokodjelotvorna/visokotlačna tekućinska kromatografija) i MS 
(masena spektrometrija) štedi se vrijeme te je olakšano detektiranje kompleksnijih spojeva 
(Taleuzzaman i sur., 2015). LC-MS sustavi omogućuju analizu spojeva koji se ne mogu 
analizirati plinskom kromatografijom vezanom za spektrometar masa te analizu termički 
nestabilnih analita (Budimir, 2016). Kod UHPLC-MS/MS-a, uređaji i programi LC-a i MS-a su 
ukomponirani i integrirani u jedan sustav koji daje visoku selektivnost i osjetljivost. Sama 
kvaliteta podataka je poboljšana jer su pikovi oštriji, niži je šum, a shodno tome LOD (limit 
detekcije) i LOQ (limit kvantifikacije) su sniženi (Pratima i sur., 2013). Tandem MS (MS/MS) je 
tehnika koja uključuje dva koraka u analizi masa, bilo u kombinaciji s postupkom fragmentacije 
ili u kemijskoj reakciji koja uzrokuje promjenu mase ili naboja iona (Varga, 2010). Postoje 
različite izvedbe LC kolona za potrebe analiza različitih spojeva obzirom na njihova fizikalno-
kemijska svojstva. Izbor otapala je ograničen jer mnoga do sada korištena otapala uzrokuju 
taloženje soli u spektrometru masa. Uređaj je također osjetljiv na onečišćenja te uspješnost 
LC-MS/MS analize ovisi i o prethodnoj pripremi uzoraka (Budimir, 2016). 
Slika 8 shematski prikazuje princip rada sustava u kojem se prvo prekursorski ion izolira na 
prvom analizatoru masa, fragmentira kolizijom pomoću inertnog plina, a dobiveni ioni 
izdvajaju i analiziraju u drugom masenom spektrometru (Madeira i Florêncio, 2012). 
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Slika 8 Shematski prikaz rada MS/MS sustava ( prilagođeno iz Madeira i Florêncio, 2012) 
 
2.2.1 UHPLC 
UHPLC je separacijska tehnika nastala poboljšanjem HPLC-a čije su glavne prednosti 
robusnost, jednostavnost, dobra selektivnost i osjetljivost, ali je ograničena u primjeni u 
usporedbi s plinskom kromatografijom i kapilarnom elektroforezom. Razlog je u tome što 
HPLC ima niži koeficijent difuzije u tekućoj fazi što utječe i na nizak koeficijent difuzije na 
čvrstoj fazi. Učinkovitost se može povećati smanjujući veličinu čestica stacionarne faze ispod 
2,5 µm. HPLC radi na tlakovima do 400 bara, a smanjenje čestica utječe na povećanje tlakova, 
tako da se u UHPLC-u koriste kraće kolone koje su ispunjene česticama veličine manje od 4 µm 
koje moraju biti otporne na rad na visokim tlakovima (Pratima i sur., 2013). 
Prednosti UHPLC-a su mnoge: kraće vrijeme analiza, povećana osjetljivost zbog strmijih 
pikova, poboljšana selektivnost, manja potrošnja otapala, niža cijena analize i drugo. 
Nedostaci su većinom vezani uz veličinu čestica. Zbog povećanog tlaka potrebno je više 
održavanja, a vijek kolona je smanjen. Kolone kojima je veličina čestica manja od 3 µm u većini 
slučajeva se ne mogu regenerirati pa imaju ograničen broj korištenja te je zahtjevnija priprema 
uzoraka. 
Primjenjiva je za analize prirodnih proizvoda i tradicionalnih biljnih lijekova, identifikaciju 
biotransformacije metabolita, proučavanje metabolomike i biokemijskih promjena koje se 
odvijaju u biološkim sustavima, proučavanje ADME (adsorpcija, distribucija, metabolizam, 
ekskrecija), bioanalize, testiranje topljivosti kod kontrole kvalitete u farmaceutskoj industriji, 
razumijevanje promjene spojeva kroz vrijeme pod različitim vanjskim utjecajima. Metoda se 
također koristi kod proizvodnje, osiguranja kvalitete i kontrole kvalitete, za identifikaciju, 
provjeru čistoće, razvoj novih metoda, validaciju, sigurnost i učinkovitost što je posebno bitno 
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u proizvodnji lijekova kod kojih se zahtijeva čistoća sirovina te konačnog proizvoda (Pratima i 
sur., 2013). 
Principi rada UHPLC-a 
Tekućinska kromatografija (LC) je analitička tehnika kojom je moguće razdvojiti nekoliko 
komponenti iz uzorka. Razdvajanje se zasniva na interakciji analita s različitim kemijskim i 
fizičkim svojstvima između stacionarne faze (kolone) i mobilne faze (eluenta). Postoje različiti 
tipovi kromatografije u ovisnosti o svojstvima dviju faza kao što su: kromatografija normalnih 
faza (polarna stacionarna faza, nepolarna mobilna faza), kromatografija obrnutih faza/ 
reverzno fazna kromatografija (nepolarna stacionarna faza, polarna mobilna faza na Slici 9) 
koje spadaju u razdjelnu kromatografiju, ionsko-izmjenjivačka kromatografija (privlačenje 
otopljenih iona iz mobilne faze prema suprotno nabijenoj stacionarnoj fazi), kromatografija 
isključenjem (razdvajanje na osnovi veličine čestice, ali i oblika te naboja), adsorpcijska 
(razdvajanje na temelju afiniteta analita prema površini stacionarne faze) te afinitetna 
kromatografija (razdvajanje analita pomoću interakcije s ligandom vezanim na stacionarnu 
fazu). Postoji veliki raspon stacionarnih i mobilnih faza za optimalno razdvajanje u analitičkim 
i biokemijskim analizama (Varga, 2010). 
 
 
Slika 9 Kolona za reverzno-faznu kromatografiju (prilagođeno iz Waters, 2016) 
 
Princip rada UHPLC-a je isti kao i za HPLC, ali je izvedba nešto drugačija. Glavna razlika je 
veličina čestica stacionarne faze koje su manje od 3 µm. Zbog sitnijih čestica razvijaju se veći 
tlakovi, a kako bi se oni smanjili potrebno je povisiti temperaturu što uzrokuje smanjenje 
viskoznosti mobilne faze te ubrzanje protoka mobilne faze. U Tablici 6 su prikazane razlike 
između HPLC-a i UHPLC-a (Taleuzzaman i sur., 2015). 
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Tablica 6 Razlike između HPLC-a i UHPLC-a (prilagođeno iz Taleuzzaman i sur., 2015). 
 
Karakteristika HPLC UHPLC 
Veličina čestica 3 do 5 µm manje od 2 µm 
Maksimalni radni tlak 35 do 40 MPa 103,5 MPa 
Dimenzije kolone 150 x 3,2 mm 150 x 2,1 mm 
Temperatura kolone 30⁰C 65⁰C 
Volumen injektiranja 5 µL 2 µL 
 
Otapala ne smiju sadržavati plinove prije početka korištenja, zbog čega se koristi protočni 
degazer. Crpka mora omogućavati konstantan, precizan i stabilan protok eluenta (mobilne 
faze). Često se koristi autosampler kako bi se smanjio opseg posla i osigurala preciznost u 
injektiranju uzorka u uređaj. Temperatura kolone i pretkolone je kontrolirana termostatom. 
Sam kraj kolone je povezan s masenim spektrometrom (ili drugim detektorom) i odvodom za 
otpad (Varga, 2010). 
Kod pripreme uzorka se mogu koristiti prečišćavanje ili „razrijedi i injektiraj“ („dilute and 
shoot“) princip. Kada se koristi „razrijedi i injektiraj“ tehnika, uzorci se jednostavno razrijede i 
ubrizgaju u LC-MS/MS uređaj. Problem nastaje ako je uzorak jako onečišćen što može oštetiti 
uređaj, zaustaviti rad kolone te dovesti do smanjene osjetljivosti. U tom slučaju se uređaj mora 
isključiti, a kolona očistiti. Kod prečišćavanja je cilj ukloniti supstance iz matriksa uzorka koje 
bi mogle stupiti u interakciju s kolonom, a koriste se SPE (engl. – Solid phase extraction, 
Ekstrakcija na čvrstoj fazi) kolone. Problem je u tome što svaki korak prečišćavanja dovodi do 
novih izvora mjerne nesigurnosti i pogrešaka, a nije ga moguće koristiti kada se mjere analiti s 
izrazito različitim svojstvima (Varga, 2010). 
2.2.2 MS 
MS (Masena spektrometrija) je analitička tehnika u kemiji, biokemiji, farmaciji, medicini i 
mnogim drugim srodnim granama znanosti. Korištena je u bazama podataka za 
sekvencioniranje biomolekula te pomaže u istraživanju stanica ili objekata iz svemira. Na 
masenu spektroskopiju se oslanjaju kod pronalaženja struktura nepoznatih spojeva, ekoloških 
i forenzičkih analiza, kontrole kvalitete lijekova, hrane i polimera. Bez obzira koji je analitički 
  2. Teorijski dio 
27 
 
problem u pitanju, masena spektrometrija nastoji identificirati spoj iz molekularne ili atomske 
mase njegovih sastavnih dijelova. Informacija dobivena iz mase može biti dovoljna za 
identifikaciju elemenata i određivanje molekularne formule analita, ali za apsolutnu potvrdu 
potrebno je napraviti dodatne NMR studije. Izotopi pomažu u određivanju koji elementi 
doprinose takvoj formuli i procjeni broja atoma pojedinog elementa. Fragmentacija iona može 
dati informacije o ionskoj strukturi. MS određuje (prosječni) broj i redoslijed sastavnih dijelova 
makromolekula (Gross, 2004). 
MS je analitička metoda temeljena na analiziranju molekula prema omjeru masa i naboja 
(m/z). Molekule se prevode u ione koji se mogu fragmentirati na druge ionske fragmente. Sam 
uređaj se sastoji od ionskog izvora gdje nastaju ioni, analizatora masa koji nastale ione razdvaja 
prema omjeru m/z, detektora i sustava za obradu podataka. Rezultati se prikazuju grafički 
spektrom masa koji prikazuje ovisnost relativnog intenziteta iona o njihovom m/z omjeru 
(Budimir, 2016). 
U masenom spektrometru, analiti su prvo upareni i ionizirani. Dobiveni ioni zatim ubrzavaju 
prema analizatoru masa u kojem se vrši njihova separacija na osnovu m/z omjera pod 
utjecajem elektromagnetskog polja. Ioni koji napuste analizator masa se detektiraju, a 
dobivena informacija se snima (Varga, 2010). Kao potvrdu identifikacije analita koristi se omjer 
kvantifiera i kvalifiera koji uvijek mora biti konstantan uz dopušteno odstupanje do 40% kod 
niskih koncentracija ispod ppb razine. Kvantifier je ona tranzicija koja daje najbolji omjer 
signala i šuma te najveći odaziv. Kvalifier je drugi fragment kojim radimo kvalitativnu potvrdu 
da je riječ o analitu koji tražimo (Gross, 2004). 
Ukoliko se MS koristi bez prethodne kromatografije (kod razvoja metode npr.), uzorak se može 
injektirati direktno kroz crpku koja će omogućiti konstantan protok otopine (Varga, 2010). 
2.2.3 ESI ionizacija 
U vezanim LC-MS sustavima najčešći oblik ionizacije molekula je ESI (Ionizacija 
elektroraspršenjem). Pomoći ESI moguće je prevesti masivne, termolabilne i nehlapljive 
molekule u plinsku fazu kako bi se mogle analizirati u spektrometru masa. Zbog toga mu je 
glavna primjena u analizi bioloških molekula koje je teško prevesti u plinovito stanje i ionizirati. 
Ionizacija je pozitivna ili negativna, što ovisi o naponu na kapilari i elektrodi, ali i o svojstvima 
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molekule koju želimo ionizirati. Optimalna temperatura je iznad 100 °C, pri atmosferskom 
tlaku i u struji dušika (Budimir, 2016). 
Ionizacijski potencijal (IP), također poznat kao energija ionizacije, je energija potrebna da bi se 
stvorili ioni. Ionizacijske tehnike se mogu podijeliti na jake i slabe ionizacije. U jakim 
ionizacijskim tehnikama nastaju ioni, ali i analiti se fragmentiraju zbog primijenjene jače 
energije (takozvana „in-source“ fragmentacija). U slabim ionizacijskim tehnikama je 
fragmentacija manja pa je jednostavnije identificirati molekulsku masu traženog analita. API 
(Ionizacija kod atmosferskog tlaka) je slaba ionizacijska metoda i bila je prva tehnika koja je 
omogućavala povezivanje tekućinske kromatografije s masenim analizatorom. ESI je vodeća 
API tehnika koja se koristi za m/z omjere od 3000. 
Sustav za unošenje uzorka se sastoji od komore na koju je vrh igle postavljen okomito i grijača 
pored igle. Vrh igle za injektiranje mora biti precizno postavljen jer i mali odmak može 
rezultirati značajno smanjenom osjetljivošću i utjecati na razliku u koncentraciji provedenih 
iona. Uzorci se unose kroz električno nabijeni vrh igle te se nebuliziraju (raspršuju u sitne 
kapljice) u Taylorovom konusu zagrijanim plinom iz grijača. Nastaju nabijene kapljice čija se 
veličina smanjuje zbog isparavanja otapala, a koncentracija analita se povećava. Rayleighov 
limit je stanje u kojem su sile odbojnosti veće od površinske napetosti kapljica i dolazi do 
raspadanja kapljica Coulombovom fisijom u puno sitnijih kapljica te na kraju ostaju samo ioni 
u plinskoj fazi. Ioni mogu proći kroz zastor plina i dalje kroz mali otvor u analizator, dok 
neutralne molekule ne bi mogle što se vidi na Slici 10. Između zastora plina i proreza u 
analizator postoji potencijal degrupiranja koji služi da bi se umanjio broj grupiranih iona iz 
otopine koji mogu biti vezani za analite. Ioni nastali u ESI-u ovise o polarnosti analita, otapala, 
modificirajućih dodataka i prisutnosti nečistoća u otapalu. 
 
 
Slika 10 Princip rada ESI sustava (prilagođeno iz Banerjee i Matumdar, 2012) 
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Na primjer, jednostruko i, u slučaju analita veće mase, višestruko protonirane ([M+H]+, 
[M+nH]n+) ili deprotonirane ([M+H]-, [M+nH]n-) molekule, kationi (kao što su [M+Na]+, [M+K]+ 
ili [M+NH4]+) i anioni (kao što su [M+Ac]-, [M+Cl]- ili [M+HCOO]-) su tipični. Ako su analiti ioni, 
može doći do promjene naboja te nastanka kationa (C+) i aniona (A-), kao i do stvaranja adukta 
([Cn+An-1]+ ili [[Cn-1+An]-) (Varga, 2010, Šarkanj, 2014). 
2.2.4 Princip rada trostrukog kvadrupola  
Trostruki kvadrupoli mogu skenirati cijeli raspon mase (10 – 3000 Da) u desetinki sekunde i 
jedni su od najčešće korištenih. Svaki kvadrupol se sastoji od četiri cilindrične elektrode koje 
su spojene u dva para ili od elektroda oblikovanih u hiperbolu. Suprotne elektrode su 
povezane i istovremeno imaju isti potencijal. To znači da su dvije elektrode pozitivnog, a dvije 
negativnog polariteta. Ion koji kroz prorez uđe u kvadrupol je privučen prema elektrodi sa 
suprotnim elektronskim nabojem. Princip rada kvadrupola je temeljen na kretanju pozitivno 
nabijenih iona prema fokusu tijekom pozitivne polovice izmjeničnog ciklusa u odsutnosti 
istosmjernog napona, a prema elektrodama za vrijeme negativne polovice izmjeničnog ciklusa. 
Budući da se naboj periodički mijenja, dolazi do izmjeničnog privlačenja i odbijanja iona od 
elektroda, te ion putuje u spiralnoj putanji prema kraju kvadrupola (Varga, 2010). Ioni koji su 
u analizatoru imaju različite vrijednosti omjera mase i naboja pa mogu proći kroz analizator ili 
dotaknuti elektrode čime bi izgubili naboj i postali neutralni. Osim toga, njihovo gibanje kroz 
kvadrupol je određeno naponom, kutnom frekvencijom, masom, radijusom i drugim 
parametrima. Izmjenični potencijal može dovoljno lagane ione držati u stabilnoj putanji dalje 
od elektroda kako ne bi došlo do njihove neutralizacije. Određeni izmjenični napon rezultira 
nastankom iona iste mase (rezonantnih iona) koji imaju jednaku amplitudu kretanja kroz 
kvadrupol i jedino oni mogu doći do detektora jer ioni s različitim masama imaju nepravilnu 
putanju (Slika 11) (Budimir, 2016). 
Prvi kvadrupol (Q1) odabire prekursorske ione analita koji se propušta dalje, a ostali analiti se 
neutraliziraju u dodiru s elektrodama. Ulazni potencijal kolizijske ćelije regulira propuštanje 
iona u drugi kvadrupol. Drugi kvadrupol (q2) djeluje kao kolizijska ćelija (CC) u kojoj kolizijski 
plin s tlakom od 0,1 do 0,3 Pa djeluje na ione te nastaju njihovi fragmenti. Fragmentacija iona 
se najčešće odvija pomoću dušika u kolizijom aktiviranoj disocijaciji. Uspostavlja se napon koji 
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ih pokreće dalje na izlaznom dijelu kolizijske ćelije i u ovisnosti o njihovom m/z omjeru se 
razdvajaju u trećem kvadrupolu (Q3) (Varga, 2010). 
 
 
Slika 11 Shematski prikaz puta iona kroz kvadrupol (prilagođeno iz Chemicool, 2016) 
 
Treći kvadrupol može biti različite izvedbe. Ako je MS/MS uređaj s trostrukim kvadrupolima 
(QqQ), u njemu se odvajaju i usmjeravaju specifični fragmenti traženog analita. 
Treći kvadrupol (Q3) može biti i hvatač iona (Qtrap uređaji koji imaju linearni hvatač iona (LIT) 
u koji se skupe svi fragmenti iz q2 što omogućuje bolju informaciju o analitu te podjednaku 
preciznost u kvantificiranju. U hvataču iona se dobije cijeli fragmentacijski spektar 
prekursorskih iona. Ioni koji prođu kroz zadnji kvadrupol udaraju po površini kontinuiranog 
množitelja elektrona, prelaze preko deflektora do detektora, a on te udarce broji po sekundi  
za određeni odnos m/z (Slika 12 shematski prikaz rada) (Varga, 2010, Šarkanj, 2014). 
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Slika 12 Princip rada MS/MS uređaja (prilagođeno iz Varga, 2010) 
 
Trostruki kvadrupol se može koristiti u više modova za skeniranje, a neki od njih su: Q1 
skeniranje, Q1 višestruko ionsko skeniranje, SRM skeniranje. MRM  je oblik SRM skeniranja 
kod kojeg prvi kvadrupol Q1 odabire prekursorski ion analita, a q2 služi kao kolizijska ćelija gdje 
analit i kolizijski plin dolaze u interakciju, nastaju fragmenti koji se u Q3 odvajaju na temelju 
mase i naboja. U MRM modu skeniranja se podesi nekoliko m/z vrijednosti koje se skeniraju, 
a ne cijelo područje mase pa su rezultati dobiveni brže i preciznije. Fragmentirani ioni nastaju 
u ovisnosti o nekoliko čimbenika: jakosti kemijske veze, stabilnosti produkta, vremenu između 
nastanka iona i njegove detekcije i sl. Veze su stabilizirane induktivnim i mezomernim efektom. 
Induktivni efekt znači da grupe s elektron donorima djelomično neutraliziraju pozitivan naboj 
i dodatno stabiliziraju vezu. Mezomerni efekt je rezultat višestrukih veza koje stabiliziraju 
pozitivni centar. Konjugirane veze su daleko stabilnije od induktivnog efekta jer se pozitivan 
naboj rasprostire preko cijelog iona (Varga, 2010). 
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3.1 ZADATAK 
Zadatak ovog rada bio je utvrditi stopu izlučivanja DON-a pomoću biomarkera iz urina 
dobrovoljaca nakon konzumacije namirnica kontaminiranih poznatim koncentracijama DON-
a i njegovih metabolita. 
3.2 MATERIJAL, METODE I ISPITANICI 
3.2.1 Kemikalije i reagensi 
Metanol (HPLC čistoće) i ledena octena kiselina (HPLC čistoće) su kupljene od Merck-a 
(Darmstadt, Njemačka), acetonitril (ACN; HPLC čistoće) od VWR (Leuven, Belgija), kreatinin od 
Sigme (Schnelldorf, Njemačka). Deoksinivalenol-3-O-glukuronid (DON-3-GlcA) i zearalenon-
14-O-glukuronid (ZEA-14-GlcA) su sintetizirani, a strukture su im određene nuklearnom 
magnetskom rezonancom. Deoksinivalenol-15-O-glukuronid (DON-15-GlcA) je izdvojen iz 
kontaminiranog uzorka ljudskog urina da bi se pomoću MS-a odredio omjer s DON-3-GlcA. 
Ostali standardi mikotoksina su kupljeni u Romerlabsu (Tulln, Austrija) (DON, de-epoksi-
deoksinivalenol (DOM-1), nivalenol (NIV), T-2 toksin, HT-2 toksin, OTA, AFM1 (Aflatoksin M1), 
FB1 (Fumozin B1) i FB2 (Fumozin B2)) te od Sigma (ZEA, α- i β-zearalenol (α- i β-ZEL)). Standardi 
su otopljeni u čistom metanolu (DON-3-GlcA, NIV) ili u ACN-u (DON, ZEA-14-GlcA, ZEA, α- i β-
ZEL). Svi su zajedno pomješani u „master miks“ i čuvani su na -20˚C u tamnoj bočici. 
Pripremljena je i radna otopina u ACN-u s više standarda koja je sadržavala 10,0 mg L-1 DON-
a, DON-3-GlcA, DOM-1, NIV-a i T-2, 5,0 mg L-1 FB1 i FB2, 2,5 mg L-1 ZEA-14-GlcA, α- i β-ZEL-a i T-
2, 1,0 mg L-1 ZEA i 0,125 mg L-1 AFM1 i OTA, a koja je opisana u radu Warth i sur. (2012a). 
3.2.2 Ispitanici 
Ispitanika je bilo 49 i podijeljeni su u nekoliko kategorija (Tablica 7): prema dobi, visini i težini 
koje su služile za određivanje BMI-a i potrebne količine namirnica koje su sadržavale DON, 
prema mjestu stanovanja, pušači ili nepušači, laktoovovegetarijanci/vegani/svejedi, primanja 
u kućanstvu. U kategoriji dob bile su 3 podskupine: 22 – 30 godina u kojoj je bio 21 ispitanik, 
31 – 40 godina u kojoj je bilo 24 ispitanika te 41 – 52 godine u kojoj su bila 4 ispitanika. Muških 
ispitanika bilo je 19, a ženskih 30. Kategorija BMI se sastojala od 4 podskupine: pothranjeni 
kojih je bilo 4 i kojima je BMI bio manji od 18,50, normalno uhranjeni kojih je bilo 34 i kojima 
je BMI bio od 18,50 do 24,99, ispitanici s prekomjernom masom kojih je bilo 5 i kojima je BMI 
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bio od 25,00 do 29,99 te 5 ispitanika iz skupine pretilih kojima je BMI bio viši od 30,00 prema 
kriterijima WHO (2016). Od ispitanika, njih 15 su bili pušači, a 34 nepušači. U kategoriji 
prehrana bile su 3 podskupine: laktoovovegetarijanaca je bilo 5, omnivora 30 i vegana 14. 
Kategorija primanja je podijeljena u 4 podskupine prema uputama Hrvatske agencije za hranu: 
u skupini koja je imala 1000 – 3000 kn mjesečno bilo je 16 ispitanika, u skupini 3001 – 6000 kn 
je bio 21 ispitanik, u skupini 6001 – 9000 je bilo 5 ispitanika, a u skupini koja je primala više od 
9000 je bilo 5 ispitanika. U kategoriji edukacija, 11 ispitanika je imalo završenu SSS, 32 VSS i 6 
je imalo VŠS. Ispitanici su morali biti zdravi i ne koristiti lijekove koji bi mogli utjecati na 
rezultate. Na temelju analize DON-a odabrano je nekoliko proizvoda koje su dobrovoljci 
konzumirali (kruh, zobene pahuljice, pšenične posije). Ispitanici su dobili upute za prikupljanje 
24-satnog urina koji je poslije korišten za analizu urinarnih biomarkera izloženosti DON-u. 
Tablica 7 Upitnik 
 
Prezime i ime  
Dob  
Visina  
Težina  
Mjesto stanovanja  
Tip prehrane Svejed  Vegetarijanac  Vegan  
Pušenje 
Da Ne 
Trajanje navike u 
godinama: 
Cigareta dnevno: 
Stupanj obrazovanja  
Primanja po članu 
kućanstva 
 
Napomene  
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3.2.3 Prikupljanje urina 
Prvi i drugi dan su bili priprema za intervencijsku prehranu te su ispitanici trebali isključiti unos 
svih namirnica i hrane na bazi žitarica (pšenica, ječam, riža, kukuruz, raž, i dr.), uključujući 
brašno, kruh i peciva, griz, palentu, tjesteninu, žitne pahuljice, mueslije, kekse, kolače, 
grickalice, pivo, čokolino, i sličnu hranu, također proizvode od soje, kao i obroke koje sadrže 
žitarice i proizvode u malim količinama poput jela sa zaprškom ili čokolade s keksima te 
zamjene za kavu. Mogli su po želji i bez količinskih ograničenja konzumirati mlijeko i mliječne 
proizvode, meso, jaja, voće i povrće i sva bezalkoholna i alkoholna pića osim piva. Period 
pripreme za prikupljanje urina započeo je ujutro nakon buđenja. 
Treći dan je uključio tzv. intervencijsku prehranu pa su ispitanici trebali konzumirati namirnice 
koje su dostavljene prema rasporedu, a isključiti svu ostalu gore navedenu hranu na bazi 
žitarica i soje. Namirnice koje su konzumirali su analizirane te su ispitanici dobili točno 
određenu količinu namirnica koja je sadržavala točno određenu koncentraciju DON-a prema 
masi ispitanika. Manja (sat-dva) odstupanja od rasporeda konzumacije nisu predstavljala 
problem. Osim intervencijskih namirnica mogli su po želji i bez količinskih ograničenja 
konzumirati mlijeko i mliječne proizvode, meso, jaja, voće i povrće i sva bezalkoholna i 
alkoholna pića osim piva. Tijekom trećeg dana trebali su prikupljati sav urin. Prvi jutarnji urin 
sakupljao se u posebnu posudicu, a sve ostalo u bocu (Slika 13). Urin je morao biti čuvan 
zatvoren i u hladnjaku. Posljednji uzorak je prvi jutarnji urin četvrtog dana. 
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Slika 13 Boce s prikupljenim 24-satnim urinom na kojima je oznaka ispitanika, početak i kraj 
prikupljanja urina 
3.2.4 Priprema uzoraka 
Nakon prikupljanja urina odvojeno je 15 mL koji su zamrznuti i čuvani na -20 °C sve do 
mjerenja. Za mjerenje uzorci su odmrznuti na sobnoj temperaturi. Svaki uzorak je promiješan, 
te je 1 mL prebačen u Eppendorf epruvetu od 2 mL i centrifugiran 3 minute na 5600 x g. Od 
supernatanta je 100 µL alikvota (gornjeg sloja nakon centrifuge) pomiješano s 900 µL otopine 
za razrjeđivanje (ACN/H2O=10/90) te je prebačeno u viale za mjerenje, a 5 µL razrjeđenog 
uzorka urina je direkno injektirano u LC-ESI-MS/MS sustav. 
3.2.5 Analiza uzoraka urina i uvjeti rada LC-MS/MS-a 
Analiza uzoraka je provedena na AB Sciex QTrap® 5500 LC-MS/MS uređaju (Foster City, CA) 
koji je opremljen s TurbolonSpray ionizacijom elektroraspršenjem (ESI) te UHPLC sistemom 
Agilent serije 1290 (Waldbronn, Njemačka). Optimalni „dilute and shoot“ pristup je opisan u 
radu Wartha i sur. (2012a) prema kojemu su podešeni radni uvjeti. Analiti su razdvojeni na 
reverzno-faznoj Atlantis® T3 koloni (3,0 x 150 mm, Waters, Wexford, Irska) s veličinom čestica 
od 3 µm i pripadajućom predkolonom. Eluent A je bila ultra čista voda, a eluent B je bio ACN i 
oba su sadržavala 0,1% octene kiseline. Tijekom 2 minute eluent A je bio 95%, nakon čega je 
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postotak eluenta B povišen linearno do 30% do 10 minute. Tada je eluent B povišen na 96% 
do 14 minute i tako je ostalo još jednu minutu. Sljedeće 2,25 minute je kolona vraćena u 
ravnotežu dovodeći opet 95% eluenta A. Protok je bio 600 µL min-1. Eluent je usmjeren u 
maseni spektrometar (od pete do petnaeste minute) ili je odveden u otpad. 
ESI-MS/MS je odrađen u SRM modu. Dvije individualne tranzicije su praćene za svaki analit, 
osim za DON-3-GlcA gdje su praćene tri tranzicije jer treća trazicija (m/z 471,0 [M–H]- do 441,0) 
omogućava razlikovanje između DON-3-GlcA i DON-15-GlcA. Prvi dio analize (5 – 10 min) je 
praćen u negativnom načinu rada (NIV, DON-3-GlcA, DON, DOM-1). U drugom dijelu analize 
(10 – 15 min) su korištena oba načina ionizacije istovremeno promjenom polarnosti. Sva 
mjerenja su obavljena na sljedećim parametrima: temperatura izvora 650˚C, zastor plina 30 
psi (69 kPa 99,5% dušika), plin 1 izvora iona (plašt plina) 80 psi (345 kPa dušika), plin 2 izvora 
iona (plin za sušenje) 80 psi (345 kPa dušika), kolizijski plin (dušik). Energija ionizacije bila je -
4000 V u negativnom modu i 4000 V u pozitivnom modu.  
Korištene metode su optimalne za praćenje izloženosti visokim i srednje visokim 
koncentracijama mikotoksina. Limit detekcije (LOD) i limit kvantifikacije (LOQ) su izračunati iz 
obogaćenih uzoraka urina koristeći algoritam u računalnom programu Analyst i prikazani u 
Tablici 8. Odnos signala i šuma za LOD je bio 3:1, a za LOQ je bio 10:1, a vrijednosti odgovaraju 
koncentraciji u urinu jer su preračunate za razrjeđenje od 1:10. 
Tablica 8 Vrijednosti LOD i LOQ za DON i njegove glukuronide 
 
 LOD matriksa 
(µg L-1) 
LOQ matriksa 
(µg L-1) 
DON 4 13 
DON-3-GlcA 6 20 
DON-15-GlcA 3 11 
 
Dva uzorka za kontrolu kvalitete su analizirani u svakoj šarži od 20 uzoraka. Uzorak urina bez 
mikotoksina je korišten kao kontrola negativnih rezultata, kao i uzorak urina bez mikotoksina 
obogaćen sa standardom razrjeđenim u omjeru 1:200. 
3.2.6 Analiza kreatinina 
Razina kreatinina u urinu je određena na istom LC-MS/MS uređaju metodom koja je opisana 
u radu Wartha i sur. (2012a). Ukratko urin je nakon centrifugiranja razrijeđen 1 : 10 000 u dva 
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koraka (2 x 1:100), te se takav razrijeđeni direktno prenio u viale za mjerenje na LC-MS/MS-u 
gdje je u sustav ubrizgano 5 µL. Određivanje urinarnog kreatinina bilo je potrebno kako bi se 
uklonio utjecaj količine konzumirane tekućine na koncentraciju biomarkera iz urina. Na taj 
način je moguće dobivene rezultate usporediti s rezultatima drugih istraživanja. U otopinu za 
razrjeđivanje dodani su standardi s koncentracijama 10 – 30 – 100 – 300 – 1000 µg L-1. 1 µL je 
injektiran i separiran izokratno na istoj koloni, s istim parametrima rada kao i za biomarkere. 
Razdvajanje je provedeno s 95% eluenta A tijekom 1,5 min, a kreatinin je izašao iz kolone 
nakon 1,03 min i ioniziran u pozitivnom ESI načinu rada. Molekula kreatinina je protonirana 
[M+H]+ i promatrana na m/z 114, a fragmenti na m/z 44,2 i 86,0. Koncentracije urinarnih 
mikotoksina su kasnije normalizirane na kreatinin i izražene u µg g-1 kreatinina. 
 
  
  
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4 REZULTATI I RASPRAVA
4. Rezultati i rasprava 
40 
 
Slika 14 Kromatogram standarda u pozitivnom i negativnom modu 
4. Rezultati i rasprava 
41 
 
 
 
 
Slika 15 Reprezentativni TIC kromatogram uzorka urina u pozitivnom i negativnom modu 
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Tablica 9 Koncentracija DON-a, DON-3-GlcA i DON-15-GlcA u uzorcima urina (μg L-1) 
Oznaka 
uzorka 
urina 
Unos  
DON-a  
(μg dan-1) 
D3GlcA 
(μg L-1) 
D15GlcA 
(μg L-1) 
DON 
(μg L-1) 
Ukupno 
izlučeni 
DON 
(μg L-1) 
Ukupno 
izlučeni 
DON 
tijekom 24 
h  
(μg dan-1) 
Stopa 
izlučivanja 
(%) 
Stopa 
konjugacije 
(%) 
01 110,72 <LOD 87,84 13,46 101,30 209,70 91 87 
02 56,64 <LOD 48,25 6,67 54,92 114,79 97 88 
03 98,59 <LOD 73,30 4,11 77,41 179,97 79 95 
04 119,24 <LOD 85,74 11,09 96,83 268,21 81 89 
05 83,91 9,77 69,56 11,15 90,48 121,70 108 88 
06 81,76 10,32 37,98 7,25 55,56 33,33 68 87 
07 85,17 <LOD 58,64 10,91 69,55 132,15 82 84 
09 62,93 13,98 30,81 7,13 51,93 108,01 83 86 
10 57,69 3,26 37,35 8,15 48,76 21,45 85 83 
12 57,69 <LOD 46,12 1,86 47,98 187,11 83 96 
14 144,79 <LOD 99,68 17,45 117,13 377,17 81 85 
15 62,93 <LOD 50,94 8,01 58,95 159,17 94 86 
16 66,08 <LOD 30,19 <LOD 30,19 117,43 46 100 
17 82,64 <LOD 51,10 7,16 58,26 50,98 71 88 
18 63,98 1,67 22,71 4,73 29,10 54,13 45 84 
19 176,29 18,04 107,94 14,81 140,78 261,86 80 89 
20 78,67 <LOD 57,26 9,56 66,82 178,74 85 86 
21 57,02 <LOD 28,89 2,03 30,92 68,17 54 93 
22 110,13 <LOD 91,00 12,03 103,03 125,18 94 88 
54 43,34 <LOD 36,48 4,23 40,71 48,85 94 90 
58 68,18 <LOD 60,25 7,14 67,39 57,96 99 89 
59 69,23 <LOD 65,46 6,31 71,77 103,71 104 91 
60 75,06 <LOD 77,71 11,16 88,87 165,30 118 87 
61 57,69 4,91 50,98 2,40 58,28 100,25 101 96 
62 71,32 <LOD 78,27 10,50 88,77 157,12 124 88 
63 65,03 <LOD 53,60 8,05 61,65 88,16 95 87 
64 68,18 <LOD 30,35 4,38 34,73 45,84 51 87 
65 99,00 <LOD 70,92 7,76 78,67 170,72 79 90 
66 69,57 13,78 40,45 3,45 57,68 23,07 83 94 
67 100,69 <LOD 75,99 2,21 78,19 127,45 78 97 
68 68,18 <LOD 62,60 1,79 64,39 109,47 94 97 
69 80,64 <LOD 32,48 4,83 37,31 80,59 46 87 
70 98,22 <LOD 79,13 12,56 91,69 123,79 93 86 
71 68,18 <LOD 61,35 8,26 69,62 130,18 102 88 
72 75,52 <LOD 64,99 7,42 72,41 114,41 96 90 
74 105,61 <LOD 33,93 4,18 38,11 39,26 36 89 
75 118,49 <LOD 54,71 6,33 61,04 56,15 52 90 
76 89,72 <LOD 104,09 13,62 117,70 143,60 131 88 
77 69,18 <LOD 24,55 4,71 29,26 46,23 42 84 
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Tablica 9 (nastavak) 
Oznaka 
Unos  
DON-a  
(μg dan-1) 
D3GlcA 
(μg L-1) 
D15GlcA 
(μg L-1) 
DON 
(μg L-1) 
Ukupno 
izlučeni 
DON 
(μg L-1) 
Ukupno 
izlučeni 
DON 
tijekom 24 
h  
(μg dan-1) 
Stopa 
izlučivanja 
(%) 
Stopa 
konjugacije 
(%) 
78 121,90 <LOD 85,85 11,95 97,80 336,45 80 88 
79 120,05 <LOD 70,31 4,92 75,23 46,65 63 93 
80 88,11 <LOD 79,46 11,46 90,92 254,56 103 87 
81 143,11 <LOD 39,02 7,71 46,74 106,10 33 83 
82 110,13 <LOD 108,12 12,79 120,91 348,22 110 89 
83 48,46 <LOD 67,66 4,63 72,30 123,63 149 94 
84 65,91 <LOD 43,03 5,75 48,78 53,66 74 88 
85 56,64 <LOD 41,91 8,19 50,09 55,85 88 84 
86 118,52 <LOD 59,02 6,25 65,26 164,79 55 90 
87 90,20 <LOD 48,93 7,68 56,60 130,75 63 86 
Prosjek 85,33 1,55 59,53 7,55 68,63 129,02 82 89 
 
Iako je metodom analizirano 18 mikotoksina što se vidi na Slici 14 koja prikazuje kromatogram 
standarda te Slici 15 koja prikazuje kromatogram reprezentativnog uzorka urina, u ovom radu 
je naglasak na DON-u i njegovim metabolitima: DON-3-GlcA i DON-15-GlcA čije su 
koncentracija (µg L-1), stopa izlučivanja (%) i stopa konjugacije (%) obuhvaćena Tablicom 9. U 
ispitivanju je sudjelovalo 49 ispitanika čiji je prosječan dnevni unos DON-a bio 85,33 µg dan-1 
s rasponom 43,34 - 176,29 µg dan-1. Ukupno izlučeni DON tijekom 24 sata je u prosjeku bio 
129,02 µg dan-1, s rasponom 21,45 – 377,17 µg dan-1. Koncentracija izlučenog ukupnog DON-
a (DON + GlcA) u urinu je bila prosječno 68,63 µg L-1 s rasponom 29,10 – 140,78 µg L-1 što je i 
po nekoliko puta više u odnosu na slična istraživanja metabolizma DON-a na ljudima.  
Iz rezultata je vidljivo da se DON unesen u organizam putem proizvoda na bazi žitarica najviše 
urinom izlučuje u obliku DON-15-GlcA, prosječno 59,53 µg L-1 (raspon 24,55 – 108,12 µg L-1). 
Udio koji DON-15-GlcA čini u ukupno izlučenom DON-u je 86,74%. U istraživanju Wartha i sur. 
(2012a) DON-15-GlcA je činio 75% od ukupno izlučenog DON-a. DON se u ovom istraživanju u 
slobodnom obliku izlučio u koncentraciji od 7,55 µg L-1 (raspon <LOD – 17,45 µg L-1) i to je 11% 
ukupno izlučenog DON-a, što je u skladu s rezultatima Wartha i sur. (2013) koji su izvjestili o 
9% DON-a izlučenog u slobodnom obliku analiziranjem urina jedne osobe. Može se provesti i 
usporedba s rezultatima dobivenim na urinu 40 trudnica iz Hrvatske (Šarkanj i sur., 2013) gdje 
je također koncentracija DON-15-GlcA bila oko 8 puta veća od koncentracije slobodnog DON-
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a. Kod većeg dijela ispitanika je izlučivanje DON-3-GlcA bilo ispod limita detekcije i činilo je 
ukupno 1,55 µg L-1 (raspon <LOD – 18,4 µg L-1), što je u postotku prosječno 2,26%. 
Stopa izlučivanja je u prosjeku bila 82% s rasponom 36 – 149% pa je pretpostavka da se 
ispitanici nisu pridržavali plana prehrane te su možda konzumirali još neke namirnice koje su 
bile kontaminirane deoksinivalenolom ili su zbog heterogene distribucije mikotoksina dobili 
uzorak s nešto više DON-a od izračunatog. Ukoliko bi se iz grupnog prosjeka izbacili ispitanici 
koji su imali stopu izlučivanja veću od 100%, tada bi se prosjek stope izlučivanja snizio na 76% 
što je u skladu s ostalim istraživanjima. Turner i sur. (2011) su radili analizu prvog jutarnjeg 
urina koji je koncentriraniji i stopa izlučivanja im je bila 72%, ali je u istraživanju sudjelovao 
veći broj ispitanika, dok su Warth i sur. (2012a) imali stopu izlučivanja od 68% koristeći 24-
satni urin te su nižu stopu izlučivanja objasnili time da je prvi jutarnji urin koncentriraniji od 
24-satnog te činjenicom da je u potonjoj studiji analiziran urin jednog ispitanika. Među 
ispitanicima je nekoliko sa stopom izlučivanja nižom od 50% te se po rezultatima iz tablice 
može zaključiti da unos DON-a nije utjecao na stopu izlučivanja iako bi se sav trebao izlučiti 
tijekom 24 sata. Dio ispitanika možda nije pojeo svu hranu koju su trebali ili je na izlučivanje 
utjecao neki zdravstveni problem za koji nisu znali. 
Prosjek stope konjugacije DON-a u glukuronide iznosi 89% s rasponom 83 – 100%. Warth i sur. 
(2012a) su izvjestili o nižoj stopi glukuronidacije (86%) u odnosu na rezultate Turner i sur. 
(2011) koji su imali 91%, ali su ovo Warth i sur. (2012a) objasnili unosom hrane s većom 
koncentracijom DON-a (138 μg dan-1). Ispitanici obuhvaćeni ovim istraživanjem su imali 
prosječan unos od 85,33 μg dan-1 pa bi se moglo pretpostaviti da su konzumirali sličnu 
koncentraciju DON-a kao Turnerovi ispitanici (on nije navodio kolika je točna unesena 
koncentracija DON-a). Moguća je i genetska predispozicija većoj efikasnosti glukuronidacije s 
obzirom na zemljopisno podrijetlo. Varijacije u stopi konjugacije su puno manje nego u stopi 
izlučivanja i podudaraju se s rezultatima drugih istraživanja (Turner i sur., 2011; Warth i sur., 
2012a.). 
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Tablica 10 Procjena izloženosti ispitanika (μg kg tjelesne mase-1 dan-1) 
 
 
Unos DON-
a (μg dan-1) 
DON-3-GlcA 
(μg L-1) 
DON-15-
GlcA (μg L-1) 
DON 
(μg L-1) 
Ukupno 
izlučeni DON 
(μg L-1) 
Ukupno izlučeni DON 
tijekom 24 h (μg dan-1) 
Stopa 
izlučivanja (%) 
Stopa 
konjugacije 
(%) 
ukupno (n=49) 85,33 1,55 59,53 7,55 68,63 129,02 82 89 
dob 22-30 (n=21) 88,33 1,38 60,32 7,46 69,16 132,45 83 89 
31-40 (n=24) 80,85 1,88 57,20 7,55 66,62 126,01 83 89 
41-52 (n=4) 96,38 0,42 69,38 8,11 77,91 129,11 77 89 
spol M (n=19) 104,85 1,46 77,32 10,12 88,91 185,73 87 89 
Ž (n=30) 72,96 1,60 48,26 5,93 55,79 93,10 80 89 
BMI pothranjeni (n=4) 67,24 6,03 42,66 5,01 53,70 56,57 86 90 
normalno  uhranjeni  (n=34) 82,30 1,52 57,43 7,56 66,51 124,11 83 89 
prekomjerna masa  (n=5) 97,52 <LOD 61,32 8,87 70,19 135,14 74 88 
pretili  (n=6) 104,36 <LOD 81,15 8,14 89,29 200,03 86 91 
pušenje pušači (n=15) 73,35 2,98 52,13 6,49 61,60 106,50 87 89 
nepušači (n=34) 90,61 0,91 62,79 8,02 71,73 138,96 81 89 
prehrana LOV* (n=5) 76,51 2,76 58,68 7,89 69,33 94,29 88 89 
OMN** (n=30) 89,38 1,90 58,31 7,94 68,15 142,90 78 88 
VEG*** (n=14) 79,78 0,35 62,44 6,61 69,40 111,69 89 90 
primanja 1000-3000 (n=16) 78,74 2,25 60,66 7,52 70,42 130,31 90 89 
3001-6000 (n=21) 82,41 0,08 57,80 6,89 64,77 122,47 80 89 
6001-9000 (n=5) 113,79 5,67 58,94 9,57 74,18 116,88 67 86 
>9001 (n=5) 82,56 1,95 65,98 8,68 76,61 157,07 94 89 
edukacija SSS (n=11) 91,95 0,74 72,01 8,26 81,01 121,49 91 90 
VSS (n=32) 83,57 2,11 56,49 7,67 66,27 129,87 81 89 
VŠS (n=6) 82,56 <LOD 52,86 5,66 58,53 138,30 77 90 
*laktoovovegeterijanska 
**omnivorska 
***veganska 
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U Tablici 10 se nalaze isti podaci o procjeni izloženosti DON-u, ali podijeljeni na kategorije. U 
istraživanju je sudjelovalo 19 muških i 30 ženskih osoba. Unos DON-a je viši kod muških osoba, 
ali i stopa izlučivanja koja je kod muških osoba bila prosječno 87%, a kod ženskih 80%, dok je 
stopa konjugacije bila jednaka kod oba spola (89%). 
Kod podjele ispitanika na dobne kategorije (22 – 30; 31 – 40; 41 – 52 godine), vidljivo je da je 
kod starijih osoba prosječan unos DON-a bio veći zbog veće tjelesne mase, ali je stopa 
izlučivanja od 77% niža u odnosu na mlađe ispitanike (83%) što bi moglo značiti da je dob bitan 
faktor kod izlučivanja DON-a tj. starenjem dolazi do slabljenja fizioloških procesa. 
Veći unos DON-a kod pothranjenih osoba je rezultirao i većom stopom konjugacije u DON-3-
GlcA u odnosu na druge kategorije ispitanika. Kod njih je koncentracija DON-3-GlcA bila 6,03 
µg L-1, a to je 11,23% od ukupno izlučenog DON-a. DON-3-GlcA se pojavljivao samo u urinu 
osoba koje su unosile veće koncentracije DON-a hranom jer se i inače pojavljuje u nižim 
koncentracijama, a detektirane koncentracije su bile blizu limita detekcije. 
Kod pušača je također bila veća konjugacija u DON-3-GlcA. Ukupna stopa konjugacije je bila 
jednaka kod pušača i nepušača (89%), pa se veća konjugacija u DON-3-GlcA može pripisati 
drugim faktorima poput indukcije dodatnih izoenzima UGT-a uslijed izlaganja toksikantima iz 
duhanskog dima. 
Među ispitanicima je bilo 5 laktoovovegeterijanaca, 30 omnivora te 14 vegana. Stopa 
izlučivanja je varirala od 78% za omnivore, 88% za laktoovovegetarijance do 89% za vegane. 
Zanimljivo je primijetiti da je i stopa konjugacije varirala tako da je najniža kod omnivora (88%), 
zatim kod laktoovovegetarijanaca (89%) i najviša kod vegana (90%). Iako je broj ispitanika 
premali da bi se donosili generalni zaključci o tome kako način prehrane utječe na konjugaciju, 
moguće je da su se vegani i vegetarijanci povećanom stopom konjugacije prilagodili 
povećanom unosu DON-a hranom, ali i povećanom unosu fitokemikalija koje potiču ekspresiju 
metaboličkih enzima. 
U kategoriji primanja koja je podijeljena na 4 podskupine te kategorijama edukacije (SSS, VSS, 
VŠS ) se nalaze najrazličitiji podaci o izloženosti, izlučivanju i konjugaciji DON-a, međutim, 
teško je procijeniti koji od faktora najviše utječe na te razlike. Sociološki faktori kao što su 
obrazovanje, utjecaj društva, kultura, ekonomski status i slobodno vrijeme utječu na odabir i 
količinu namirnica.  
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Na osnovi rezultata istraživanja provedenih u ovom radu, mogu se izvesti sljedeći zaključci: 
1. Prosječna stopa izlučivanja DON-a urinom iznosila je 82%, 
2. DON unesen u organizam putem proizvoda na bazi žitarica najviše se urinom izlučuje 
u obliku DON-15-GlcA, prosječne koncentracije 59,53 µg L-1 s rasponom 24,55 – 108,12 
µg L-1. Udio koji DON-15-GlcA čini u ukupno izlučenom DON-u je prosječno 86,74%, 
3. Od ukupno izlučenog DON-a u urinu, 11% je u obliku slobodnog DON-a (prosječne 
koncentracije 7,55 µg L-1 s rasponom <LOD – 17,45 µg L-1), a ostalo su njegovi 
glukuronidi, 
4. Odnos izlučenog DON-15-GlcA i slobodnog DON-a je otprilike 8:1, 
5. Kod većeg broja ispitanika je DON-3-GlcA ispod limita detekcije i čini udio od 2,26% 
ukupno izlučenog DON-a s prosječnom koncentracijom od 1,55 µg L-1 i rasponom <LOD 
– 18,4 µg L-1. Razlog tome je što se DON-3-GlcA pojavljuje samo u urinu osoba koje su 
unosile prehranom veće koncentracije DON-a, 
6. Stopa konjugacije je u pravilu jednaka kod svih, iako se mogu primjetiti male razlike 
između omnivora te vegana i laktoovovegetarijanaca, 
7. Na stopu izlučivanja utječu brojni faktori kao što su: unos DON-a, spol, dob, tjelesna 
masa, pušenje, način prehrane te sociološki faktori koji utječu na odabir hrane. 
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